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RESUMO 
 
Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade antiparasitária intracelular e a 
citotoxicidade de diaminas sintéticas em macrófagos murinos infectados com L. 
braziliensis, L. chagasi e T. cruzi. A perda do potencial de membrana 
mitocondrial (ψm) de formas epimastigotas de T. cruzi, a indução de TNFα e 
óxido nítrico e a inibição da enzima tripanotiona redutase recombinante de L. 
braziliensis e T. cruzi foram utilizados para investigar possíveis mecanismos de 
ação dos compostos ativos. Dentre 17 diaminas estudadas, 13 inibiram a 
proliferação de formas promastigotas de L. braziliensis e 10 de epimastigotas de 
T. cruzi (CI50< 20µM). Destas, 12 foram ativas contra amastigotas intracelulares 
de L. braziliensis e L. chagasi (CI50 de 2,6 a 28,2 µM) e 6 foram ativas contra 
formas intracelulares de T. cruzi (CI50 de 1,6 a 23,6µM). A diamina DP23 foi a 
mais ativa contra L. braziliensis e L. chagasi (CI50 2,6 e 3,0 µM e IS de >100 e 
>115,4, respectivamente). A diamina DP24 foi a mais ativa contra T. cruzi 
(CI501,6 µM e IS>187,5). A CC50 para macrófagos variou de 149,5 a >300 µM. 
Diaminas cloridratadas foram mais citotóxicas que seus análogos não 
cloridratados. Quatro compostos (DP23Cl, DP25, RAG10 e RAG11) mostraram 
elevada citotoxicidade para macrófagos infectados em concentração >10 µM. A 
análise da estrutura e da lipofilicidade (logP) das diaminas mostrou que as 
estruturas com15 a 17 carbonos metilênicos foram mais ativas enquanto que, 
estruturas com mais de 19 carbonos não apresentaram nenhuma atividade 
antiparasitária. A melhor atividade leishmanicida foi observada para as 
diaminas com valor de logP = 5,36, sugerindo que a atividade não depende 
somente da distribuição de carbonos metilênicos na molécula mas também do 
logP ideal. Epimastigotas tratados com o composto DP24 na concentração de 6 
e 12 µM mostraram despolarização da membrana mitocondrial e morte celular 
apartir de 6 horas de incubação de forma dose-dependente. O tratamento de 
células infectadas com os compostos ativos não induziu níveis significantes de 
produção de TNFα e NO. Com relação a inibição das enzimas tripanotiona 
redutase recombinante de L. braziliensis e T. cruzi, quatro compostos (DP23Cl, 
DP25, DP25Cl e RAG10) inibiram a atividade enzimática de LbTR entre 74,2 a 
89,4% na concentração do 100 µM, enquanto que para a TcTR apenas o 
composto DP25Cl ocasionou inibição de 74,5% na concentração de 100 µM, 
sugerindo diferenças entre a tripanotiona destas duas espécies de 
tripanosomatídeos. As diaminas avaliadas no presente estudo apresentaram 
potente efeito in vitro contra formas intracelulares de Leishmania spp e T. cruzi 
e podem ser consideradas moléculas líder para o desenvolvimento de novos 
compostos contra Leishmania e T. cruzi. 
Palavras-chave: atividade leishmanicida, atividade tripanocida, diaminas, 
Leishmania braziliensis, L. chagasi, Trypanosoma cruzi 
  
  
ABSTRACT 
 
This study aimed to evaluate the antiparasitic activity and cytotoxicity of 
synthetic diamines in murine macrophages infected with Leishmania 
braziliensis, L. chagasi and Trypanosoma cruzi. The loss of mitochondrial 
membrane potential (ψm) of T. cruzi epimastigotes, the induction of TNFα and 
nitric oxide and inhibition of the recombinant trypanothione reductase of L. 
braziliensis and T cruzi were used to investigate possible mechanisms of active 
compounds. Among 17 evaluated diamines, 13 inhibited the proliferation of L. 
braziliensis promastigotes and 10 inhibited T. cruzi epimastigotes (IC50<20 
µM). Of these, 12 were active against intracellular amastigotes of L. braziliensis 
and L. chagasi (IC50 of 2.6 to 28.2 µM) and 6 were active against T. cruzi (IC50 
= 1.6 to 23.6 µM). The compound DP23 was the most active compound against 
both L. braziliensis and L. chagasi (IC50 = 2.6 and 3.0 µM and SI>100 and 
>115.4) respectively. The compound DP24 was the most active against T. cruzi 
(IC50 = 1.6 µM and SI > 187.5). The citotoxicity CC50 for macrophages ranged 
from 149.5 to > 300 µM. Chlorinated diamines were more cytotoxic than their 
non-chlorinated analogs. Four compounds (DP23Cl, DP25, RAG10 and 
RAG11) showed high cytotoxicity for infected macrophages at a concentration 
> 10 µM. The analysis of the structure and lipophilicity (logP) of the diamines 
showed that structures with 15 to 17 methylenic carbons were more active while 
structures with more than 19 carbons did not present any antiparasitic activity. 
The higher leishmanicidal activity was observed for the diamine DP23 with a 
value of logP = 5.36 and 13-NH-4 distribution of methylenic carbon suggesting 
that the activity does not depend solely on the distribution of methylenic carbon 
atoms in the molecule but also depends on ideal logP value. Epimastigotes 
treated with the compound DP24 at a concentration of 6 and 12 µM 
demonstrated dose-dependent membrane depolarization and cell death starting 
at 6 hours of incubation. Treatment of cells infected with the active compounds 
did not induce significant levels of TNFα and NO production. Concerning the 
inhibition of the recombinant trypanothione reductase enzymes of L braziliensis 
and T. cruzi, four compounds (DP23Cl, DP25, DP25Cl and RAG10) inhibited 
the enzymatic activity of LbTR between 74.2 to 89.4% at a concentration of 100 
µM, whereas for TcTR, only the compound DP25Cl caused inhibition of 74.5% 
at the same concentration, suggesting differences between the trypanothione of 
these two species of trypanosomatids. The diamines evaluated in the study 
presented potent in vitro effect against intracellular forms of Leishmania spp 
and T. cruzi and therefore may be considered as leader molecules for 
developing new compounds against Leishmania and T. cruzi.  
Keywords: leishmanicidal activity, trypanocidal activity, diamines, Leishmania 
braziliensis, L. chagasi, Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUÇÃO 
 
De acordo com a Organização Mundial da Saúde, o Brasil é um 
dos países com a maior ocorrência de Doenças Tropicais Negligenciadas 
(DTN). As doenças de maior prevalência são: malária, doença de 
Chagas, leishmanioses, esquistossomose, dengue, hanseníase, 
oncocercose e filariose linfática. O impacto dessas doenças difere de 
região para região mas apresenta uma estreita relação com as áreas de 
maior pobreza e menor desenvolvimento sócio-econômico, que no 
Brasil se concentram nas regiões Norte e Nordeste (LINDOSO; 
LINDOSO, 2009). 
As doenças parasitárias são responsáveis por elevadas taxas de 
morbidade e mortalidade humana nos países em desenvolvimento 
gerando elevados custos para o sistema de saúde. A complexidade eco-
epidemiológica, associado as dificuldades no controle vetorial e a 
ausência de vacinas eficazes para uso humano, fazem do tratamento 
medicamentoso uma das únicas alternativas para enfrentar estes agravos 
de saúde. Além disso, o escasso arsenal quimioterápico disponível para 
tratamento destas doenças, somado a limitada eficácia e os efeitos 
colaterais dos medicamentos utilizados na clínica e o surgimento de 
parasitos resistentes aos quimioterápicos são problemas de ordem global 
(LINDOSO; LINDOSO, 2009). Onze das dezessete Doenças Tropicais 
Negligenciadas (DTN) priorizadas pela Organização Mundial da Saúde 
ocorrem de forma endêmica no Brasil. Dentre essas, malária, doença de 
Chagas, leishmanioses, esquistossomose, dengue e hanseníase são as 
DTNs que causam maior impacto social e econômico no país (WHO, 
2006). 
As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias endêmicas 
em 88 países de quatro continentes que afetam aproximadamente 12 
milhões de indivíduos, ocasionando anualmente cerca de 2 milhões de 
casos novos e 70 mil óbitos (WHO, 2010). A maior incidência da 
doença ocorre nas áreas mais pobres das regiões endêmicas visto que 
aproximadamente 80% dos portadores de leishmanioses recebem menos 
de 60 dólares por mês (DAVIES et al., 2003). O Brasil ao lado de Irã, 
Arábia Saudita, Síria, Afeganistão, Peru, Índia, Bangladesh e Nepal 
integram o grupo de nove países que concentram 90% de todos os casos 
registrados de leishmanioses (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; 
MISHRA et al., 2009). 
O ciclo de transmissão das leishmanioses é complexo e envolve 
diferentes espécies de hospedeiros mamíferos e insetos fêmeas de 
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flebotomíneos. A doença originalmente de caráter silvestre foi se 
adaptando aos novos ambientes criados pelo homem e atualmente ocorre 
de forma endêmica nas regiões periurbanas e urbanas das cidades, 
ampliando sua distribuição geográfica e facilitando sua propagação 
entre a população humana (COLLA-JACQUES; CASANOVA; 
PRADO, 2010; MARZOCHI et al., 2009).  
O tratamento medicamentoso da leishmaniose teve início nos 
princípios do século XX com o uso do tártaro emético (antimonial 
trivalente) pelo médico brasileiro Gaspar Vianna. Devido a elevada 
toxicidade este fármaco foi substituído pelos antimoniais pentavalentes 
na década de 1930 a 1940 e, desde então, nenhum outro fármaco foi 
desenvolvido especificamente para o tratamento das leishmanioses. Os 
poucos fármacos atualmente disponíveis (Anfotericina B, Pentamidina e 
o Miltefosine), são medicamentos de segunda escolha utilizados no 
tratamento das leishmanioses quando há falha na resposta terapêutica 
aos antimoniais pentavalentes (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; 
PAPADOPOULOU, 2004). Os fármacos disponíveis têm limitações de 
seu uso, devido a alta toxicidade e graves efeitos colaterais. A via 
parenteral de administração aliado ao longo período de utilização, 
muitas vezes leva ao abandono do tratamento por parte do paciente e 
conseqüente falha terapêutica. Além disso, a utilização dos antimoniais 
pentavalentes em áreas endêmicas há mais de 70 anos vem mostrando 
resistência do parasito a essa classe de compostos (REITHINGER, et al. 
2007). 
 O Programa Nacional de Controle da Doença de Chagas 
priorizado em 1983 disponibilizou recursos para o combate aos vetores 
e melhorias habitacionais. Em julho de 1991 foi implementada a 
Iniciativa do Cone Sul (Incosul) um dos maiores programas de 
cooperação internacional contra doença Chagas envolvendo sete países 
(Argentina, Brasil, Chile, Uruguai, Paraguai, Bolívia e Peru), com 
objetivo de controlar o Triatoma infestans, principal vetor doméstico do 
Trypanosoma cruzi (SILVA et al., 2011; TARLETON et al., 2007). Este 
programa reduziu drasticamente as populações do vetor e 
consequentemente a transmissão vetorial da doença de Chagas.  
Também na década de 1980 com a epidemia de HIV/AIDS 
foram realizadas reformulações do Sistema Nacional de Bancos de 
sangue e seus derivados, tornando a sorologia pré-transfusional 
obrigatória. Esta medida teve impacto positivo no controle da 
transmissão transfusional da doença de Chagas, colaborando 
expressivamente para a redução da sua prevalência da doença no país 
(DIAS, 2011). Contudo, estima-se que entre 10 a 12 milhões de 
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pacientes chagásicos crônicos permanecem sem tratamento adequado, 
uma vez que o arsenal terapêutico disponível é restrito a dois fármacos, 
o Benzonidazol e o Nifurtimox com eficácia comprovada apenas na fase 
aguda e crônica recente da doença de Chagas. 
A inexistência de vacinas eficazes contra protozoários parasitos, 
associado a dificuldade do controle da transmissão e a complexidade 
biológica dos agentes fazem dos poucos quimioterápicos existentes uma 
das únicas alternativas viáveis para o tratamento dos indivíduos 
infectados (BRENER, 2000). Contudo os diversos efeitos colaterais, a 
resistência dos parasitos aos fármacos existentes, bem como o aumento 
de novos casos e a expansão geográfica destas endemias requer a busca 
urgente de novos agentes terapêuticos para o tratamento dessas doenças 
(MESQUITA et al., 2007).  
Nesse sentido, a via de biossíntese de poliaminas tem sido 
explorada como possível alvo terapêutico contra patógenos causadores 
de doenças (HEBY; ROBERTS; ULLMAN, 2003). Os 
tripanosomatídeos sintetizam ou captam do meio celular as poliaminas 
necessárias para seu crescimento e proliferação celular a partir da 
ornitina, envolvendo enzimas fundamentais como a ornitina 
descarboxilase (ODC) e a S-adenosilmetionina descarboxilase 
(AdoMetDC) (HIGASHI et al., 2004). Dessa forma, o desenvolvimento 
de moléculas inibidoras desta via de biossíntese ou de captação de 
poliaminas pode ser de grande relevância na busca de novas moléculas 
líder visando o desenvolvimento de novos antiparasitários. Os 
compostos diaminados e/ou análogos de poliaminas naturais podem 
atuar como inibidores enzimáticos e/ou reguladores de captação de 
poliaminas exógenas, interferindo de forma seletiva nas enzimas 
envolvidas na biossíntese e no mecanismo de transporte de poliaminas, 
bem como no metabolismo de tiol destes patógenos (BIRKHOLTZ et 
al., 2011). 
Estudos prévios de bioatividade de diaminas mostraram uma 
promissora atividade in vitro contra formas promastigotas de 
Leishmania amazonensis e L. chagasi e tripomastigotas de T. cruzi (DA 
COSTA et al., 2009; REZENDE-JUNIOR et al., 2010). Neste contexto, 
o presente trabalho avaliou a atividade de derivados de diaminas contra 
formas amastigotas de L. braziliensis, L. chagasi e T. cruzi, agentes 
etiológicos da leishmaniose mucocutânea, leishmaniose visceral e 
doença de Chagas, respectivamente. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Impacto das doenças tropicais negligenciadas no Brasil 
 
As doenças tropicais negligenciadas (DTN) afetam mais de 1 
bilhão de pessoas, especialmente em países pobres ou em 
desenvolvimento nas áreas tropicais e subtropicais do mundo (WHO, 
2006). Dentre dezessete DTN priorizadas pela Organização Mundial da 
Saúde estão várias doenças parasitárias transmitidas por vetores 
(malária, tripanosomíases, leishmanioses, esquistossomose e as 
filarioses), as quais ocasionam elevadas taxas de morbidade e 
mortalidade das populações atingidas constituindo-se em um obstáculo 
para o desenvolvimento social e econômico dos países mais pobres 
(REGUERA; TEKWANI; BALAÑA-FOUCE, 2005). No Brasil, a 
malária, a doença de Chagas, as leishmanioses, a esquistossomose e a 
dengue estão entre as DTN com maiores taxas de prevalência (HOTEZ 
et al., 2008). Embora progressos significativos na compreensão da 
biologia, bioquímica e epidemiologia de várias destas doenças tenham 
sido alcançadas nos últimos cinquenta anos, o desenvolvimento de 
novos agentes terapêuticos para o tratamento destes agravos de saúde 
permanece ainda inadequado (LABADIE; CHOI; AVERY, 2004). 
Para a maioria destas enfermidades, o arsenal quimioterápico 
disponível é restrito e a eficácia dos medicamentos insatisfatória. Além 
disso, muitos dos fármacos desenvolvidos na primeira metade do século 
20 apresentam significativos riscos ao paciente em virtude dos seus 
efeitos colaterais. Embora as DTNs respondam por 5% do impacto de 
doenças no mundo, apenas 0,1% dos investimentos globais em pesquisa 
são destinados à busca de novas alternativas terapêuticas, como o 
desenvolvimento de novos fármacos e vacinas para o tratamento destas 
enfermidades. Do montante de recursos aplicados na pesquisa de novos 
medicamentos para DTN, 5% são oriundos de instituições privadas 
como as indústrias farmacêuticas, 54% de instituições filantrópicas e 
41% de instituições públicas (FREARSON et al., 2007; KETTER; 
MARJANOVIC, 2004). 
 
2.2 Leishmaniose 
 
No Brasil, as leishmanioses ocorrem de forma endêmica em 
todos Estados da Federação, sendo que mais de 90% dos casos humanos 
da doença se concentram na região Norte, Nordeste, Centro-Oeste, e 
Sudeste. Embora ocasionado baixas taxas de mortalidade, estas 
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parasitoses apresentam elevada morbidade, intensificando ainda mais 
sua associação com as desigualdades sociais, já que reduz drasticamente 
a qualidade de vida dos infectados. Entre as principais causas do 
aumento da incidência desta parasitose podemos elencar a devastação 
das florestas, o crescimento da população em regiões periurbanas e 
urbanas, a ausência de saneamento, bem como a desnutrição infantil que 
implica em uma diminuição da imunidade tornando o hospedeiro mais 
suscetível a doença (ASHFORD, 2000). 
As leishmanioses apresentam um amplo espectro de 
manifestações clínicas com acometimento visceral, cutâneo ou 
mucocutâneo, dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da 
relação do parasito com seu hospedeiro (Figura 1). O gênero Leishmania 
(Kinetoplastidae: Trypanosomatidae), compreende protozoários 
parasitos, com um ciclo de vida heteroxênico, vivendo alternadamente 
em hospedeiros mamíferos e insetos fêmea (Diptera: Psychodidae: 
Phlebotominae), os quais são responsáveis pela transmissão do parasito 
de um mamífero a outro (REITHINGER et al., 2007; CHAPPUIS et al., 
2007). 
 
 
Figura 1. Manifestações clínicas de leishmanioses. A. leishmaniose 
visceral com evidências de hepatoesplenomegalia, B. lesão característica 
em leishmaniose cutânea e C. leishmaiose mucocutânea desfigurante 
(www.who/int/leishmaniasis). 
 
De maneira geral, durante o repasto sanguíneo em um mamífero 
infectado, a fêmea do flebotomíneo ingere formas amastigotas, as quais 
no intestino do inseto se desenvolverão em formas promastigotas 
flageladas que passam a se multiplicar por um processo de divisão 
binária e, aproximadamente após uma semana se transformam em 
formas promastigotas metacíclicas (LAINSON, 2010). O 
desenvolvimento do parasito no vetor depende da espécie de Leishmania 
e de forma geral, parece haver um elevado grau de especificidade na 
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relação parasito-hospedeiro, fato este que pode ter implicações 
epidemiológicas importantes na transmissão e distribuição da doença 
(CORTÊS et al., 2011; LAINSON, 2010). 
Os hospedeiros vertebrados são infectados quando formas 
promastigotas metacíclicas são regurgitadas no local da picada pela 
fêmea do flebotomíneo durante o repasto sanguíneo. Os parasitos são 
prontamente internalizados em macrófagos ou células dendríticas 
através de fagocitose mediada por receptores na superfície da célula 
hospedeira (CUNNINGHAM, 2002). No interior do fagolisossomo, os 
promastigotas sobreviventes transformam-se em amastigotas, os quais 
passam a se multiplicar por divisão binária levando a destruição da 
célula hospedeira. Os amastigotas liberados no processo infectam novos 
macrófagos e reiniciam o ciclo de multiplicação intracelular. A lesão 
leishmaniótica, em sua apresentação clássica, se apresenta como uma 
úlcera de bordos elevados e endurecidos, fundo granuloso e 
soropurulento e, na maioria das vezes, indolor. De maneira geral a lesão 
pode se restringir apenas ao local da picada ou ocorrer em outras partes 
do organismo do hospedeiro através de um processo de disseminação do 
parasito ainda pouco compreendido (REITHINGER et al., 2007).  Em 
pacientes suscetíveis, a inflamação local ou sistêmica se desenvolve e, 
dependendo do padrão da resposta imune do hospedeiro, a doença 
clínica pode ou não se estabelecer. Cerca de 10 a 15% dos pacientes que 
desenvolvem a doença clínica podem evoluir para cura espontânea da 
úlcera em um período de 6 meses a 1 ano, enquanto que nos demais, as 
lesões podem perdurar por longos períodos (MURRAY et al., 2005). 
No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é 
causada por uma variedade de espécies dermotrópicas de Leishmania, 
onde se destacam a L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis 
sendo registrados 21.981 casos em 2010 (Ministério da Saúde, 2012). 
Embora a maioria dos casos de LTA tenha apresentação da forma 
cutânea simples, a infecção por L. braziliensis pode ocasionar formas 
mucocutâneas desfigurantes e de difícil tratamento (CARVALHO et al, 
1994, GOTO; LINDOSO, 2010). Além disso, outra preocupação é a 
coinfecção Leishmania/HIV que apresenta manifestações clínicas de 
elevada gravidade e baixa a resposta ao tratamento (ALVAR et al., 
2008). 
A Leishmaniose Visceral (LV) ocorre de forma endêmica em 
65 países, com uma incidência estimada em 500 mil novos casos e 59 
mil mortes por ano. No Brasil, a doença é causada pelo protozoário 
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, transmitido pelo 
flebotomíneo Lutzomyia longipalpis e Lu. cruzi (LAINSON, 2010). 
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Contudo, há evidências de que outras espécies como Lu. migonei 
possam estar envolvidas na transmissão do parasito em algumas regiões 
(CARVALHO et al, 2010; RANGEL; LAINSON, 2009). A LV é 
considerada uma antropozoonose rural e periurbana com forte tendência 
a urbanização (COLLA-JACQUES; CASANOVA; PRADO, 2010). 
Embora raposas e marsupiais sejam considerados reservatórios silvestres 
do parasito, o cão doméstico possui um papel fundamental como 
reservatório da leishmaniose visceral no ciclo de transmissão nas áreas 
urbanas (WERNECK, 2010). 
A primeira grande epidemia de calazar humano no Brasil 
ocorreu em Teresina, Estado do Piauí, em 1980 (COSTA et al., 1990), 
seguida de outras epidemias no Rio Grande do Norte (Natal) e 
Maranhão (São Luís), extendendo-se também para outras regiões do 
país. Desde a década de 1980 a doença tem sido registrada em regiões 
urbanas, mudando seu panorama epidemiológico clássico (GONTIJO; 
MELO, 2004). Mais de 70 mil casos de LV foram registrados no Brasil 
de 1980 a 2008, com 3.800 mortes. Só na Região Nordeste houve um 
aumento de 40% de casos nos últimos dez anos. De 2006 a 2008, a 
transmissão autóctone foi registrada em mais de 1.200 cidades em 21 
Estados. A pobreza, a migração, o crescimento urbano não planejado, a 
destruição do meio ambiente, as condições sanitárias precárias e a 
desnutrição são alguns agravantes para a expansão e urbanização da 
leishmaniose visceral (MARZOCHI et al., 2009). 
 
2.2.1 Tratamento das leishmanioses 
Em abril de 1912, Gaspar Vianna comunicou à Sociedade 
Brasileira de Dermatologia, durante o Congresso realizado em Belo 
Horizonte, a cura do primeiro paciente de leishmaniose tegumentar 
utilizando o tártaro emético, um antimonial trivalente. O tratamento 
mostrava ação específica com o desaparecimento das lesões após as 
primeiras doses do medicamento (DO VALE; FURTADO, 2005). A 
partir desse trabalho, com a evidência da eficácia do tártaro emético, 
outros complexos antimônio pentavalente foram desenvolvidos, 
essencialmente o antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®) e o 
estiboglucanato de sódio (Pentostam®). Desde então, estas moléculas 
representam os medicamentos de primeira escolha de tratamento para 
leishmanioses desde a década de 40 (GONZALEZ et al., 2010). 
O tratamento das leishmanioses no Brasil é classicamente 
realizado com o Glucantime®, fármaco de primeira escolha e em casos 
de não resposta ao tratamento convencional, são utilizadas a 
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pentamidina ou a anfotericina B como segunda escolha (DEMICHELI et 
al, 2002; Ministério de Saúde, 2007; SERENO; HOLMULLER; 
LEMESTRE, 2000). O mecanismo de ação dos antimoniais não é 
conhecido, mas há evidências da inibição da atividade glicolítica e da 
via oxidativa dos ácidos graxos e indução de morte celular com 
características de apoptose (apoptosis-like) em formas amastigotas 
(BERMAN; GALLALEE; BEST, 1987; SERENO; HOLMULLER; 
LEMESTRE, 2000). 
Quanto aos medicamentos de segunda escolha, o uso da 
pentamidina foi iniciado na Índia em pacientes com leishmaniose 
visceral resistente aos antimoniais pentavalentes. Atualmente tem sido 
usado com sucesso no tratamento de leishmaniose mucosa e cutânea em 
algumas regiões do Novo Mundo. A pentamidina interfere na síntese de 
DNA, modificando a morfologia do cinetoplasto e promove a 
fragmentação da membrana mitocondrial do parasito (WILSON et al., 
2008). No entanto, o elevado custo e a toxicidade por indução de 
diabetes mellitus insulino-dependente irreversível são as desvantagens 
no uso desse medicamento (MURRAY et al., 2005). 
Outra alternativa é a Anfotericina B, um antifúngico poliênico, 
utilizado pela primeira vez com sucesso como agente leishmanicida em 
1960 (RAMOS et al, 1996). Este composto interfere na biossíntese de 
ergosterol, aumentando a permeabilidade da membrana celular, 
promovendo a morte em promastigotas e amastigotas. Da mesma forma 
como nos fármacos anteriores, a anfotericina B também pode provocar 
inúmeros efeitos colaterais (febre alta e calafrios, tromboflebites, 
miocardite, hipocalemia severa, insuficiência renal e até morte), o que 
limita o seu uso clínico (SUNDAR; RAI, 2002). Os efeitos tóxicos têm 
sido reduzidos com a substituição do desoxicolato por outros lipídeos na 
formulação da anfotericina B, aumentando sua eficácia e reduzindo a 
toxicidade. Três formulações estão disponíveis: anfotericina lipossomal, 
complexo lipídico e dispersão coloidal de anfotericina B. 
Dentre os tratamentos alternativos recentes está a miltefosina, 
um alquil fosfolipídeo, inicialmente desenvolvido para o tratamento de 
câncer de mama e tumores sólidos. A identificação da atividade 
leishmanicida ocorreu na década de 80, representando o primeiro 
tratamento oral registrado para LV e mais recentemente para a forma 
cutânea da doença (MOORE; LOCKWOOD, 2010). Estudos mostraram 
que miltefosina é ativa em modelo animal deficiente em células T, 
diferente dos medicamentos padrões, os antimoniais pentavalentes, os 
quais são inativos em modelos animais imunodeficientes. Estes 
resultados são relevantes para o tratamento em pacientes 
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leishmanióticos coinfectados pelo HIV/AIDS (MURRAY, 2000). 
Estudos mostraram elevada atividade antiparasitária da miltefosina em 
cepas isoladas de pacientes infectados com L. lainsoni, porém reduzida 
ação contra as espécies L. braziliensis e L. guyanensis (YARDLEY et 
al., 2005). 
Na Índia, a miltefosina mostrou taxas de cura similares quando 
comparada com a anfotericina B. Em estudo em fase IV, realizado com 
1.132 pacientes, 82% deles apresentaram cura em seis meses e somente 
3% dos pacientes tiveram grau três de toxicidade ao medicamento 
(SUNDAR et al., 2002). Em estudo de fase IV na Índia, a paramomicina 
demonstrou alta eficácia no tratamento de leishmaniose visceral, com 
taxa de cura de 94,2% em seis meses de tratamento, porém, apresentou 
hepatoxicidade em cerca de 40% dos pacientes (SINHA et al., 2011). 
Este fármaco tem sido utilizado na formulação tópica e parenteral para o 
tratamento de leishmaniose cutânea no Velho Mundo. Outros fármacos 
como a azitromicina, o alopurinol, a dapsona e a rifampicina foram 
estudados in vitro contra diferentes espécies de Leishmania e tiveram 
resultados divergentes no Novo e no Velho Mundo (GOTO; LINDOSO, 
2010). 
Além do limitado arsenal terapêutico eficaz, as dificuldades 
quanto à forma de administração e o tratamento prolongado, levam com 
frequência ao abandono do tratamento por parte do paciente e 
consequente falha terapêutica. Por esse motivo, a busca de novas 
moléculas e também de novas formas farmacêuticas para o tratamento 
das leishmanioses tem sido incentivada (MALTEZOU, 2010). 
 
2.3 Tripanossomíase americana 
 
A Tripanossomíase americana, também denominada doença de 
Chagas, causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, é uma 
antropozoonose transmitida por triatomíneos dos gêneros Triatoma, 
Panstrongylus e Rhodinius, adaptados às áreas rurais e peridomiciliares.  
O T. cruzi apresenta um ciclo biológico complexo, envolvendo 
pelo menos três formas evolutivas distintas. O parasito infecta inúmeras 
espécies de mamíferos, incluindo o homem, os quais funcionam como 
reservatórios, e experimentalmente, todas as espécies de triatomíneos 
conhecidas. O ciclo no triatomíneo se inicia com a ingestão de formas 
tripomastigotas presentes no sangue do hospedeiro mamífero durante o 
repasto sanguineo. No trato digestivo do inseto, o parasito se diferencia 
para forma epimastigota que se multiplica por sucessivas divisões 
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binárias e se diferencia em tripomastigotas metacíclicas. As formas 
metacíclicas são eliminadas com as fezes e urina do triatomíneo durante 
um novo repasto sanguíneo e constituem a forma infectante para o 
hospedeiro vertebrado. Após penetrarem pelo local da picada ou por 
qualquer solução de continuidade, os tripomastigotas invadem diversos 
tipos celulares, onde realizam seu ciclo de multiplicação intracelular, 
sob a forma amastigota. Cerca de três a quatro dias após a invasão da 
célula hospedeira, precedendo o seu rompimento, os amastigotas se 
diferenciam em tripomastigotas móveis, que rompem a célula e são 
liberados no meio extracelular, podendo migrar para a circulação 
sanguínea e serem ingeridos pelo inseto vetor ou recomeçar novo ciclo 
intracelular (BRENER, 2000). O tropismo tecidual do parasito para o 
coração, aparelho digestivo, sistema nervoso, entre outros, parece estar 
fortemente associado com características bioquímicas e moleculares 
(ANDRADE et al., 1999; PRATA, 2001). 
Considerado um importante problema de saúde pública na 
América Latina, a doença de Chagas é responsável por consideráveis 
taxas de morbidade e mortalidade e estima-se que cerca de 16 milhões 
de pessoas estejam infectadas pelo parasito, das quais aproximadamente 
8 milhões encontram-se na fase crônica sintomática da infecção 
(ZULANTAY et al., 2004). Na fase crônica, o número de 
tripomastigotas sanguíneos reduz-se até níveis difíceis de serem 
detectados pelos métodos parasitológicos convencionais. A maioria dos 
infectados são assintomáticos, podendo permanecer nesta condição por 
cerca de 20 a 30 anos ou mais (RASSI-JUNIOR; RASSI; MARIN-
NETO, 2010). No entanto, entre 10 a 30%, dependendo da região, 
exibem manifestações clínicas crônicas incluindo formas cardíacas e/ou 
digestivas relacionadas com destruição da rede neuronal mioentérica, 
mais frequente no esôfago e no intestino grosso (PRATA, 
2001;TEIXEIRA et al., 2006).  
A fase aguda inicia com a entrada do parasito no hospedeiro, 
seguido de manifestações clínicas como febre, linfoadenopatia, 
hepatomegalia e esplenomegalia. Na maioria dos indivíduos afetados as 
manifestações clínicas desaparecem em quatro a oito semanas após o 
início. Em casos mais graves podem ocorrer miocardite aguda e 
meningoencefalite, geralmente fatal. No Brasil, ocorreram 686 casos 
agudos, com 18 mortes no período de 2006 a 2010 nas regiões Norte, 
Nordeste, Sul e Centro-Oeste, segundo o Ministério da Saúde (2011). A 
principal via de transmissão da doença de Chagas é a vetorial, seguida 
das vias transfusional, congênita, oral e acidental. De acordo com Dias 
(2011), a transmissão vetorial vem gradativamente reduzindo durante as 
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últimas décadas, sendo que o Brasil foi certificado como área livre de 
transmissão vetorial em 2005. Contudo, diante do risco da transmissão 
continuada em outros países latino-americanos há uma possibilidade 
real do ressurgimento de vetores em áreas controladas (DIAS; PRATA; 
CORREIA, 2008). 
Na transmissão por transfusão o risco de infecção estimado é de 
12 a 20%. No entanto, fatores como a parasitemia do doador, o número 
e o volume da transfusão recebida, a imunidade do receptor e o tempo 
entre a coleta do sangue e transfusão podem afetar estas taxas (SOUZA; 
SILVA, 2011). Em 2006, a prevalência sorológica em bancos de sangue 
para América Latina foi de 1,3% e para o Brasil de 0,2% (OPS, 2006). 
O risco de transmissão congênita do T. cruzi varia regionalmente entre 
0,3 a 14% e estima-se que em 2005 ocorreram 14.000 casos da doença 
por esta via de transmissão na América Latina (YADON; SCHMUNIS, 
2009). Resultado do inquérito nacional de soroprevalência da doença de 
Chagas em crianças até cinco anos de idade realizado entre 2001 a 2008 
mostrou uma soropositividade global de 0,1%, sendo que as maiores 
prevalências de transmissão congênita foram registradas nos estados do 
Rio Grande do Sul (12%) dos casos, seguido por Minas Gerais (3%) 
(OSTERMAYER et al., 2011). 
A transmissibilidade, de modo geral, reduziu drasticamente 
desde a década de 70, graças às medidas de prevenção e o controle da 
doença, com programas rigorosos combate aos vetores e a triagem 
obrigatória dos doadores de sangue. Entretanto, a propagação da doença 
ainda continua através da transfusão e dos transplantes de órgãos em 
regiões endêmicas e não-endêmicas, assim como em casos isolados pela 
via oral (RASSI-JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010, STEINDEL 
et al., 2008). Como agravante, os pacientes com doença de Chagas em 
fase crônica que apresentam coinfecção pelo HIV/AIDS ou que estão 
sob terapia de imunossupressão por tratamento de neoplasias ou 
transplantados podem ter a reativação da doença com o aumento da 
parasitemia e da replicação intracelular de parasito (VADIAN; WEISS; 
TANOWITZ, 2004). 
Da mesma forma como nas leishmanioses, o panorama da 
doença de Chagas tem relação direta com as baixas condições 
socioeconômicas, o que leva a crer que a prevenção e controle da 
doença dependem das condições de saúde, alimentação, educação e, 
sobretudo o acesso ao diagnóstico e tratamento eficiente (VIOTTI et al., 
2009). 
 
 12
2.3.1 Tratamento da doença de Chagas 
Após a descoberta da doença em 1909 por Carlos Chagas, 
várias substâncias foram utilizadas experimentalmente ou clinicamente, 
para o tratamento da doença. O primeiro resultado experimental que 
demonstrou efetividade foi observado com o grupo dos nitrofuranos na 
década de 50. Esses resultados levaram o professor Zigman Brener a 
conduzir experimentos com a nitrofurazona em camundongos infectados 
com T. cruzi, demonstrando a atividade in vivo deste fármaco contra a 
forma circulante do parasito (COURA, 2009). Entre as décadas de 60-
70, outros dois nitroderivados surgiram, o nifurtimox (Lampit®-
Bayer)3-metil-4-(5´-nitrofurfurilidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-
1,1-dióxido e o benzonidazol (Rochagan®, da Roche) N-benzyl-2-
nitroimidazol acetamida (COURA; CASTRO, 2002). O mecanismo de 
ação de ambos envolve a produção de radicais livres e/ou metabólitos 
eletrofílicos. O grupo nitro (R-NO2) é reduzido a um grupo amino (R-
NH2) por nitroredutases (NADPH-citocromo P-450 redutase) com 
formação de radicais livres intermediários (R-NO2-). A atividade destes 
compostos se dá pela formação de ânion superóxido O2- e H2O2 que na 
presença de Fe3+ formam radicais livres, hidroxilas (OH-), os quais se 
ligam covalentemente aos lipídeos, proteínas e DNA causando o efeito 
antiparasitário (MAYA et al., 2007; MORENO; MASON; DO CAMPO, 
1984). 
Apesar da baixa eficácia do nifurtimox e do benzonidazol na 
fase crônica da doença e dos efeitos adversos como anorexia, alterações 
psicológicas, erupções cutâneas, leucopenia, polineuropatia periférica e 
anormalidades teciduais estes são os únicos fármacos até hoje 
disponíveis para o uso clínico (BRENER, 2000). Dados da literatura 
mostram que o tratamento etiológico com estes fármacos na fase aguda 
da doença de Chagas a taxa de cura é superior a 80% e na fase crônica 
recente é de 50% a 60%, porém, diferentes estudos mostraram taxas de 
cura de apenas 5 a 8% em pacientes crônicos adultos tratados com 
benzonidazol ou nifurtimox (CANÇADO, 2002; COURA, 2009; 
URBINA; DO CAMPO, 2003). Estudo preliminar de 80 pacientes 
chagásicos crônicos na forma indeterminada da doença do Rio Grande 
do Sul submetidos ao tratamento com benzonidazol mostrou a taxa de 
cura de 5% dos pacientes em um período de três anos de 
acompanhamento (FERNANDES et al., 2009). Dados sobre tratamento 
de pacientes chagásicos crônicos são escassos em virtude da incerteza 
sobre o risco x benefício a esse grupo. Em 2004 foi iniciado um estudo 
multicêntrico randomizado (Projeto BENEFIT) no qual se pretende 
avaliar a eficácia do tratamento com benzonidazol em mais de 3.000 
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pacientes portadores de cardiomiopatia chagásica (MARIN-NETO et al., 
2008). 
Estudos com diversos derivados triazólicos tem mostrado 
resultados muito promissores na quimioterapia experimental da doença 
de Chagas em modelo murino. Dentre este grupo de compostos o 
posaconazol, o bis-triazol D0870 (MOLINA et al., 2000) e o 
ravuconazol (URBINA et al., 2003) foram os mais ativos. A eficácia 
tripanocida in vivo variou de 60 a 100% de cura parasitológica no 
modelo murino dependendo da cepa de T. cruzi e da fase da infecção 
experimental. Um interessante efeito sinérgico in vitro e in vivo do 
posaconazol e da amiodarona, um antiarrítimico utilizado no tratamento 
sintomático da cardiomiopatia tem sido relatado (BENAIM et al., 2006). 
Estes derivados triazólicos apresentam vantagens em relação às 
terapias atuais, com potencial de cura de infecções agudas e crônicas, 
bem como em casos de reativação da doença em pacientes com 
imunossupressão (URBINA, 2009). Estudos de fase II com posaconazol 
e com a prodroga ravuconazol-E1224 estão sendo planejados com o 
apoio das companhias farmacêuticas Merck & Co. e Eisai 
Pharmaceuticals, respectivamente (BUCKNER; NAVABI, 2010). 
De acordo com a recomendação do Ministério da Saúde (2005), 
o tratamento de pessoas infectadas tem sido recomendado para todos os 
casos agudos e crônicos, bem como para infecções congênitas, infecções 
acidentais e casos de reativação da doença.  
 
2.4 Diaminas 
 
As poliaminas naturais são encontradas em todas as células 
procarióticas e eucarióticas. Podem ser definidas como aminas com duas 
ou três cadeias alifáticas conectadas por átomos de nitrogênio. A figura 
2 mostra as estruturas da putrescina, espermidina e espermina. 
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Figura 2. Estruturas moleculares das poliaminas naturais (WILLIAMS, 
1997 e GUGLIUCCI, 2004). 
 
Para tripanosomatídeos as poliaminas são essenciais para o 
crescimento e proliferação celular. Nestes organismos, esse grupo de 
moléculas é sintetizado a partir da ornitina, que é descarboxilada em 
putrescina pela enzima ODC, ocorrendo o primeiro passo da biossíntese 
de poliaminas (Figura 3). A seguir, a enzima AdoMetDC cataliza a 
formação de AdoMet descarboxilada que doa o grupo aminopropil para 
a conversão de putrescina em espermidina (HIGASHI et al., 2004). A 
via das poliaminas apresenta características diferentes entre os parasitos 
e as células de mamíferos, sendo, portanto, uma via interessante como 
alvo quimioterápico que irá atuar seletivamente (HEBY; ROBERTS; 
ULLMAN, 2003). A poliamina espermidina biossintetizada quando 
conjugada com a glutationa forma a tripanotiona dissulfeto [T(S)2] que é 
reduzida a tripanotiona ditiol [T(SH)2] pela tripanotiona redutase (TR), 
desencadeando a neutralização de espécies reativas de oxigênio em 
tripanosomatídeos, nos mamíferos este balanço é realizado via 
glutationa/glutationa redutase, sendo equivalente ao sistema [T(S)2]/TR 
nos tripanossomatídeos. Esta diferença é alvo de estudo de novos 
fármacos inibidores desta via metabólica (BIRKHOLTZ et al., 2011; 
HAMILTON et al., 2003). 
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Figura 3. Representação esquemática da biossíntese de poliaminas. A. 
Leishmania spp. B. Trypanosoma cruzi. Abreviações: ODC ornitina 
descarboxilase; AdoMetDC S-adenosilmetionina descarboxilase; SpdS 
espermidina sintase; GSH glutationa; TriS tripanotiona sintase; TR 
tripanotiona redutase; T transporte de poliaminas exógenas. 
 
A via da biossíntese das poliaminas tem sido explorada como 
possível alvo para o desenvolvimento de novos fármacos para o 
tratamento de doenças parasitárias como a malária, tripanosomíase 
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africana, doença de Chagas e leishmanioses. Estudos recentes 
mostraram que o análogo da putrescina DAB compete pelo sítio ativo da 
TR em formas epimastigotas de T. cruzi provocando a inibição do 
crescimento celular, aumento do estresse oxidativo e danos na 
mitocôndria (HASNE et al., 2010). 
Outros estudos com inibidores da ODC mostraram que a alfa-
difluorometilornitina (DFMO) e 1,4-diamino-2-butanona (DAB) 
causaram elevada atividade antiparasitária contra T. brucei e L. 
donovani e contra T. cruzi e L. amazonensis, respectivamente 
(BARKER et al., 2009; BOITZ et al., 2009; SOARES; ALVES; 
BECHARA, 2011; VANNIER-SANTOS et al., 2008). Já diferentes 
análogos de poliaminas N,N’-bis(benzil)poliamina e N,N’-
bis(etiltiofeno)poliamina inibiram a invasão e a multiplicação 
intracelular do T. cruzi (ARIYANAYAGAM et al., 2003). 
 A atividade antiparasitária in vitro de diaminas alifáticas e 
amino-álcoois tem sido reportada em diferentes modelos experimentais: 
L. braziliensis, L. amazonensis e L. chagasi (DA COSTA et al., 2009; 
DEL OLMO et al., 2002), T. cruzi e T. brucei (DEL OLMO et al., 2012; 
REZENDE-JUNIOR et al., 2010; REBOLLO et al., 2008), Plasmodium 
falciparum (LABADIE; CHOI; AVERY, 2004) e Trichomonas 
vaginalis (GIORDANI et al., 2009). As evidências da atividade 
antiparasitária e da ação sobre a via de biossíntese de poliaminas, 
aliadas a facilidade de síntese química fazem das diaminas um grupo de 
compostos relevantes na investigação de novas moléculas 
antiparasitárias.  
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3. OBJETIVOS 
 
3.1  Objetivo Geral: 
 
Avaliar a atividade antiparasitária in vitro de compostos 
derivados de diaminas.  
 
3.2  Objetivos Específicos: 
 
Avaliar a atividade dos compostos derivados de diaminas frente 
a formas promastigotas de L. braziliensis e epimastigotas de T. cruzi. 
 
Determinar a citotoxicidade de derivados de diaminas frente a 
macrófagos murinos derivados de medula óssea. 
 
Avaliar a atividade tripanocida e leishmanicida in vitro de 
derivados de diaminas contra amastigotas intracelulares em macrófagos 
murinos derivados de medula óssea. 
 
Verificar a correlação entre a atividade antiparasitária com a 
estrutura e lipofilicidade dos compostos 
 
Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (ψm) e lise 
celular em formas  epimastigotas tratados com os compostos ativos. 
 
Avaliar a indução de TNFα e NO em macrófagos murinos pelos 
compostos ativos. 
 
Investigar o efeito inibitório dos compostos ativos sobre a 
enzima tripanotiona redutase recombinante de T. cruzi e L. braziliensis. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Compostos 
 
Os 17 derivados de diaminas utilizados no presente estudo estão 
relacionados na Tabela 1. Estes compostos foram sintetizados no 
Departamento de Química da Universidade Federal de Juiz de Fora 
(UFJF) sob a Coordenação do Prof. Dr. Mauro Vieira de Almeida. 
Todos os compostos obtidos foram quimicamente caracterizados por 
ponto de fusão (PF), infravermelho (IV) e ressonância magnética 
nuclear (RMN) de 1H e 13C. 
 
Tabela 1. Compostos sintéticos derivados de diaminas 
Código Fórmula 
Fórmula 
Molecular PM 
DP22 CH3(CH2)9NH(CH2)4NH2 C14H32N2 228 
DP22 Cl CH3(CH2)9NH(CH2)4NH2.2HCl C14H34N2Cl2 301 
DP23 CH3(CH2)13NH(CH2)4NH2 C18H40N2 284 
DP23 Cl CH3(CH2)13NH(CH2)4NH2.2HCl C18H42N2Cl2 357 
DP24 CH3(CH2)9NH(CH2)6NH2 C16H36N2 250 
DP24 Cl CH3(CH2)9NH(CH2)6NH2.2HCl C16H38N2Cl2 329 
DP25 CH3(CH2)13NH(CH2)6NH2 C20H44N2 312 
DP25 Cl CH3(CH2)13NH(CH2)6NH2.2HCl C20H46N2Cl2 385 
DP28 CH3(CH2)15NH(CH2)6NH2 C22H48N2 340 
DP28 Cl CH3(CH2)15NH(CH2)6NH2.2HCl C22H50N2Cl2 413 
CR40 CH3(CH2)11NH(CH2)6NH2 C18H40N2 284 
CR40 Cl CH3(CH2)11NH(CH2)6NH2.2HCl C18H42N2Cl2 357 
GUT1c CH3(CH2)11NH(CH2)2NH(CH2)11CH3 C26H56N2 396 
RAG05 CH3(CH2)11NH(CH2)4NH(CH2)11CH3 C28H60N2 424 
RAG08 CH3(CH2)15NH(CH2)4NH(CH2)15CH3 C36H76N2 536 
RAG10 CH3(CH2)15NH(CH2)4NH2 C20H44N2 312 
RAG11 CH3(CH2)11NH(CH2)4NH2 C16H36N2 256 
 
 
Os compostos foram solubilizados em dimetilsulfóxido – 
DMSO (Merck) na concentração estoque de 25 mM e armazenados a -
20ºC. Os fármacos benzonidazol a anfotericina B (Sigma-Aldrich, Saint 
Louis) foram utilizados como controles positivos para Leishmania spp. e 
T. cruzi, respectivamente. Para os ensaios de inibição da tripanotiona 
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redutase recombinante foi utilizado como controle positivo a 
clomipramina (Sigma-Aldrich, Saint Louis). 
 
4.2 Parasitos 
 
Formas promastigotas de L. braziliensis 
(MHOM/BR/96/LSC96-H3) e L. chagasi (LSC-D2) foram cultivadas 
em meio Schneider (pH 7,4 suplementado com 5% de soro bovino fetal 
(SBF), 2% de urina, 10U/mL de penicilina e 10 µg/mL estreptomicina). 
Epimastigotas de T. cruzi (MHOM/BR/00/Y) foram cultivadas em meio 
LIT pH 7,2 (Liver infusion tryptose) suplementado com 10% de SBF, 
penicilina 10 U/mL e estreptomicina 10 µg/mL em pH 7,2. As culturas 
foram mantidas a 26ºC através de repiques semanais. 
 
4.2.1 Amastigogênese de Leishmania braziliensis 
 
As formas amastigotas para ensaios de atividade intracelular 
foram obtidas a partir de promastigotas. Após quatro dias de cultivo, 
promastigotas na fase estacionária foram centrifugados a 2000 x g/10 
minutos, semeados em garrafas de cultura de 25 cm2 contendo 5ml de 
meio Schneider pH 6,3 + 20% SBF + 2% de urina em uma concentração 
de 25 x 106 parasitos/mL. A suspensão celular foi mantida sem aeração 
a 34°C por 72 horas para diferenciação, conforme da Silva (2008). As 
formas amastigotas foram passadas três vezes por agulha 26G½ para 
desagregação dos grumos parasitários e utilizados para infecção dos 
macrófagos. 
 
4.2.2 Obtenção das formas tripomastigotas de T. cruzi 
 
Tripomastigotas de T. cruzi foram obtidos do sobrenadante de 
cultura celular da linhagem Vero (ATCC CCL-81), conforme descrito 
por Toma (2000). Para tanto, tripomastigotas derivados de cultura 
celular foram descongelados e utilizados para infecção de monocamadas 
de células Vero na razão de 5:1 (parasito:célula) e cultivadas em meio 
DMEM + 2,5% de SBF a 37°C e 5% de CO2. No sexto ou sétimo dia de 
cultivo, o sobrenadante de cultura foi coletado, os tripomastigotas 
concentrados por centrifugação e utilizados para infecção de 
macrófagos. 
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4.3 Células 
 
 Macrófagos murinos derivados de medula óssea foram obtidos 
de camundongos da linhagem BALB/c. Para tanto, os animais foram 
eutanasiados e a medula óssea foi obtida por lavagens sucessivas com 
meio DMEM do interior do fêmur e da tíbia. As células foram 
centrifugadas a 1.000 x g por 5 minutos a 4°C e suspensos em meio 
DMEM suplementado com SFB 10%, 10 U/ml de penicilina, 10 µg/ml 
estreptomicina, 1% de L-glutamina, 2,5% de HEPES (Gibco, UK) e 
25% de sobrenadante de cultura de fibroblastos L929 (ATCC CCL-1), 
semeadas em placas de seis poços e cultivadas a 37oC e 5% de CO2 por 
uma semana quando os promonócitos já se diferenciaram em 
macrófagos. No sétimo dia de cultivo, as monocamadas foram lavadas 
com PBS (tampão salina fosfato) pH 7,4 e tratadas com tripsina 0,25% 
(Gibco, UK),lavadas uma vez em meio DMEM a 1.000 x g por 5 
minutos, e a concentração celular ajustada para 2 x 106 células/mL em 
meio DMEM + SBF 10%. A seguir, a suspensão celular foi semeada em 
placas de 96 poços, cultivada a 37oC e 5% de CO2por 24 horas e 
realizados os bioensaios. Para os ensaios de citotoxicidade foi utilizado 
uma concentração celular de 2 x 105 células/poço e para os ensaios de 
atividade antiparasitária 4 x 104 células/poço. 
 
4.4 Bioensaios in vitro 
 
 O organograma (Figura 4) mostra a dinâmica dos bioensaios 
realizados ao longo deste trabalho. Todos os compostos foram testados 
na fase I e aqueles que apresentaram concentração inibitória a 50% 
(CI50) inferior a 20 µM seguiram para a fase II, que compreende avaliar 
a atividade antiparasitária intracelular e a citotoxicidade. Os compostos 
que apresentaram índice de seletividade (IS) maior que 50 seguiram 
para a fase III, com o intuito de investigar o possível mecanismo de 
ação, avaliando a perda do potencial de membrana mitocondrial de 
formas epimastigotas, detecção de TNFα e óxido nítrico e inibição da 
enzima tripanotiona redutase recombinante de L. braziliensis e T. cruzi. 
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Figura 4. Organograma dos ensaios de atividade antiparasitária e 
investigação de possíveis mecanismos de ação de diaminas. 
 
4.4.1Triagem das atividades leishmanicida e tripanocida 
 
Para a triagem da atividade leishmanicida dos compostos, 180 
µl/poço de uma suspensão contendo 3 x 106 promastigotas de L. 
braziliensis foram semeadas em placas de 96 poços; e incubadas com 20 
µl dos compostos em diferentes concentrações (100, 20, 4, 1 e 0,2 µM) 
por 48 horas a 26ºC. Como controle positivo e negativo foram utilizados 
anfotericina B (1; 0,5; 0,25; 0,12 µM) e DMSO (1%), respectivamente. 
A atividade antiparasitária foi avaliada através da técnica do MTT 
[brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] (Amresco, 
Ohio), conforme Sieuwerts et al. (1995). Para tanto, após 48h de cultivo 
dos parasitos na presença dos compostos, foi adicionado 50 µl da 
solução 2 mg/ml de MTT em cada poço e as culturas incubadas a 26ºC 
por 4 horas. Após centrifugação a 1.700 x g por 10 minutos, o 
sobrenadante foi cuidadosamente removido e os cristais de formazan 
solubilizados com 100 µL de DMSO/poço (da SILVA, 2008). A seguir, 
a densidade óptica (D.O.) foi determinada a 540 nm em leitor de 
microplacas TECAN®, Modelo Infinite M2000. 
Para triagem da atividade tripanocida dos compostos, 180 
µl/poço de uma suspensão contendo 5 x 106 epimastigotas de T. 
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cruzi/mL foi semeado em placas de 96 poços e incubadas com as 
mesmas concentrações dos compostos e condições descritas para a 
atividade leishmanicida. Como controle positivo e negativo foi utilizado 
benzonidazol (50, 20, 5 e 1 µM) e DMSO (1%), respectivamente. A 
atividade antiparasitária foi avaliada através da técnica do MTT, com 
adição de 50 µl da solução 10 mg/ml de MTT em cada poço e incubação 
a 26ºC por 6 horas. Após centrifugação a 1.700 x g por 10 minutos, o 
sobrenadante foi removido e para otimizar a lise celular, o sedimento de 
parasitos foi incubado por 1 hora com 20 µl de SDS 10% em HCl 0,01 
Em em seguida os cristais de formazan foram solubilizados pela adição 
80 µL de DMSO/poço (EGER, 2010). A seguir, a densidade óptica foi 
determinada a 540 nm em leitor de microplacas TECAN®, Modelo 
Infinite M2000. Para cada composto foram realizados três experimentos 
independentes em triplicata.  
Os valores de CI50 de cada composto foram estimados a partir 
dos valores médios obtidos de três réplicas em triplicata, por 
interpolação gráfica utilizando o programa Graph Prism Instat 3®. Os 
resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) pelo teste 
de Tukey e valores de p < 0,05 foram considerados significantes. 
 
4.4.2 Avaliação da citotoxicidade 
 
Para os ensaios de citotoxicidade, macrófagos foram cultivados 
em placas de 96 poços na concentração de 2 x 105 células/poço a 37°C, 
5% de CO2 em meio DMEM suplementado com 10% de SBF. Após 12 
horas de cultivo as células foram tratadas com os compostos em 
diferentes concentrações (300, 50, 10 e 4 µM) e com os controles, 
DMSO 1% e anfotericina B 1µM. Após 48 horas foram adicionados em 
cada poço, 50 µl da solução de MTT 1 mg/mL e as células incubadas 
nas mesmas condições por 4 horas. O sobrenadante foi removido e os 
cristais de formazan solubilizados com 100 µl de DMSO/poço. A 
densidade óptica foi determinada a 540 nm em leitor de microplacas 
TECAN®, Modelo Infinite M2000. Os valores de CI50 de cada 
composto foram estimados como descrito no item 4.4.1. 
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4.4.3 Atividade leishmanicida de diaminas contra amastigotas 
intracelulares em macrófagos murinos 
 
 Macrófagos cultivados em placas de 96 poços foram infectados 
com amastigotas axênicos de L. braziliensis na proporção 10:1 
parasitos/célula. Os parasitos suspensos em meio DMEM sem SBF 
foram semeados sobre a camada de macrófagos e após duas horas de 
interação as monocamadas foram lavadas com PBS para remoção dos 
parasitos não interiorizados e mantidas em meio DMEM suplementado a 
34°C, 5% de CO2 por 24 horas. A seguir, os compostos que foram ativos 
na triagem foram adicionados, nas concentrações de 50, 10, 2 e 0,4 µM 
e as culturas mantidas a 34°C, 5% de CO2 por 48 horas. Como controle 
positivo foi utilizada a anfotericina B (1; 0,5; 0,25; 0,12 µM) e como 
controle negativo o DMSO 1%. 
Para os ensaios com L. chagasi, os macrófagos foram 
infectados com formas promastigotas obtidos de fase estacionária. Os 
parasitos foram previamente lavados com PBS, e opsonizados por uma 
hora a 37°C com soro humano (AB+) inativado e diluído a 10% em meio 
DMEM sem SBF. A seguir, os parasitos foram centrifugados a 2.000 x g 
por 10 minutos e suspendidos na concentração apropriada em meio 
DMEM completo e adicionados aos macrófagos na proporção de 20:1 
parasitos/célula e incubados a 37°C, 5% de CO2. Após a incubação, as 
monocamadas foram lavadas com PBS para remoção dos parasitos não 
aderidos e cultivadas a 37°C, 5% de CO2 em meio DMEM completo por 
24 horas. Os compostos nas mesmas concentrações e condições 
descritas no item 4.4.3 foram adicionados e as culturas mantidas a 37°C, 
5% de CO2 por 48 horas. 
As monocamadas foram lavadas com PBS, fixadas com 
metanol e coradas pelo Giemsa (Merck, Darmstadt). Para avaliação da 
atividade leishmanicida, 300 células para cada concentração dos 
compostos foram avaliadas randomicamente determinando-se a 
percentagem de células infectadas e o número de parasitos intracelulares 
em microscópio invertido Olympus IX70 em objetiva de 40x. 
O percentual de inibição (PI) foi determinado segundo Guru et 
al. (1989) e modificado por Lakshmi et al. (2007), utilizando a seguinte 
fórmula:  
PI = 100 – (T/C x 100) 
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Onde T é a média do total de amastigotas intracelulares em 
células tratadas; C é a média do total de amastigotas intracelulares em 
células do controle DMSO 1%.  
Os valores de CI50 foram estimados a partir dos valores de PI 
obtidos em três réplicas em triplicata, por interpolação gráfica utilizando 
o programa Graph Prism Instat 3®. 
 
4.4.4 Atividade tripanocida de diaminas contra amastigotas 
intracelulares em macrófagos murinos 
Macrófagos previamente semeados em placas de 96 poços 
foram infectados com tripomastigotas de cultura, na proporção de 4:1 
parasitos/célula. Após quatro horas, as monocamadas foram lavadas 
com PBS e cultivadas por 12 horas em DMEM suplementado a 37°C e 
5% de CO2. Em seguida, as monocamadas foram incubadas com 
diferentes concentrações dos compostos como descrito anteriormente e 
mantidas a 37°C e 5% de CO2 por 48 horas. Como controles, foram 
utilizados o benzonidazol em diferentes concentrações (50, 20, 5 e 1 
µM) e o DMSO 1%. As placas foram lavadas com PBS, fixadas com 
metanol e coradas pelo Giemsa. O percentual de inibição e a estimativa 
da CI50 foram determinados como descrito no item 4.4.3 
 
4.4.5 Citometria de fluxo: avaliação do potencial de membrana 
mitocondrial (ψm) e lise celular em formas epimastigotas 
 
 A rhodamina 123 (R123) é um fluorocromo específico para a 
marcação mitocondrial em células vivas. Esse fluorocromo tem 
características lipofílicas e catiônicas, que permitem sua atração pelo 
alto potencial elétrico presente na membrana mitocondrial e assim 
acumulando-se preferencialmente na matriz dessa organela. Devido a 
essa propriedade, a R123 tem sido utilizada para quantificar o potencial 
de membrana em diferentes tipos celulares (KOOPMANN et al., 2005). 
A análise do potencial de membrana mitocondrial dos parasitos 
tratados com as diaminas ativas foi realizada através de citometria de 
fluxo utilizando como marcador a rhodamina R123 (CHAZOTTE et al, 
2011). Para os experimentos, 4 ml de cultura (5 x 106 parasitos/ml) de 
formas epimastigotas de T. cruzi foram semeados em placas de 6 poços 
e incubados a 27oC com 12, 6 e 3 µM da diamina DP24. Após 2, 6, 12 e 
24 horas de incubação, 106 parasitos foram centrifugados a 3.000 x g 
por 5 minutos e incubados com 500 µl da solução de R123 (10 µg/ml) 
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em PBS por 15 minutos a 27oC. Após 3 lavagens em PBS, a marcação 
de R123 foi quantificada por citometria de fluxo utilizando o 
equipamento FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). 
Um total de 20.000 eventos foram adquiridos na região de espalhamento 
de luz (FSCxSSC) correspondente aos parasitos. Os dados foram 
analisados posteriormente através do programa FlowJo (Treestar 
software). Todos os experimentos foram realizados em duplicata, 
utilizando como controle DMSO 1%.  
Paralelamente, a viabilidade celular foi avaliada com o corante 
vital iodeto de propídeo, o qual penetra exclusivamente em células com 
membrana danificada, permitindo quantificar o número de células 
mortas (KROEMER et al, 2009). Para este ensaio, os parasitos foram 
coletados como descrito acima e incubados a 28oC em PBS contendo 5 
µg/ml de iodeto de propídeo. Após 10 minutos, os parasitos foram 
lavados e quantificados por citometria de fluxo como descrito acima. 
 
4.4.6 Dosagem da produção de NO 
 
A dosagem de nitrito (NO2-) liberado pelos macrófagos e 
determinado pela reação de Griess foi utilizado como um indicador da 
produção de NO. Para tanto, monocamadas de macrófagos infectados 
com L. braziliensis, L. chagasi e T. cruzi e tratadas com as diaminas na 
concentração de 10µM / 48 horas. Foram utilizados 100 µL do 
sobrenadante misturados com igual volume de reagente de Griess (1% 
de sulfanilamida em 5% de ácido clorídrico/0,1% de α-naftil-
etilenodiamina em água Milli-Q). Como controle positivo as 
monocamadas foram tratadas com 10µg/mL de LPS (lipopolissacarídeo 
de Escherichia coli, Sigma-Aldrich, Saint Louis) e como controle 
negativo, com DMSO 1%. Após incubação a 37°C / 40 minutos, a 
densidade óptica da reação foi determinada a 540 nm em leitor de 
microplacas TECAN, conforme descrito por Miranda e colaboradores 
(2001). A concentração de NO2- foi determinada a partir de uma curva 
de calibração e expressa em µM.  
 
4.4.7 Dosagem de TNFα 
 
Após 48 horas de incubação com os compostos, a concentração 
de TNFα foi dosada no sobrenadante das culturas de macrófagos através 
do método de ELISA sanduíche segundo protocolo descrito pelo 
fabricante (BD Biosciences – San José, USA). Para tanto, placas de 
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ELISA foram sensibilizadas com anticorpos de captura anti-TNFα e 
incubados a 4°C por 12 horas. A seguir a placa foi bloqueada com PBS 
1x + 0,05% Tween 20 + 5% de leite desnatado a temperatura ambiente 
por uma hora, seguido da adição de 100 µl das amostras e do padrão. A 
placa foi mantida a 4°C e após 12 horas foi adicionado o anticorpo de 
detecção (anti-TNFα biotinilado) e o conjugado enzimático 
(estreptoavidina marcada com peroxidase), os quais foram incubados ao 
abrigo da luz por duas horas a temperatura ambiente. Para a revelação 
do ensaio foi utilizado o substrato ABTS, 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico). O desenvolvimento da reação foi 
interrompido pela adição de SDS 1% e a leitura realizada em 540 nm. 
Os resultados da concentração de TNFα foram expressos em pg/mL. 
Como controle positivo foi utilizado o sobrenadante de macrófagos 
infectados e tratados com 10µg/ml de LPS. Como controle negativo foi 
utilizado o sobrenadante de macrófagos infectados tratados com DMSO 
1%. 
 
4.4.8 Ensaio de inibição da TR heteróloga de T. cruzi (TcTR) e L. 
braziliensis (LbTR) 
 
A tripanotiona redutase (TR) recombinante de L. braziliensis 
(LbTR) e de T. cruzi (TcTR) foi expressa em E. coli BL21 DE3 
(pET14B) no Laboratório de Protozoologia do Departamento de 
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC. Os ensaios de 
inibição enzimática foram realizados segundo o método descrito por 
Hamilton e colaboradores (2003). O fundamento da técnica consiste na 
redução do substrato tripanotiona (T[S]2) pela enzima LbTR ou TcTR 
(T[S]2→ T[SH]2) e regeneração da tripanotiona reduzida (T[SH]2 → 
T[S]2) peloácido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzóico), DTNB (reagente de 
Ellman) formando íons amarelos de tionitrobenzoato (TNB) de cor 
amarelada, os quais podem ser mensurados a 412 nm (Figura 5). Desta 
forma, o reagente de Ellman mantém constante a concentração do 
substrato e permite a linearidade da cinética enzimática. 
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Figura 5. Representação esquemática da re-oxidação de tripanotiona 
reduzida (T[S]2) mediada pelo DTNB (Fonte: Hamilton et al., 2003). 
 
Os ensaios de inibição da tripanotiona redutase recombinante 
foram realizados em microplacas com 96 poços conforme descrito por 
Eger (2010). Os ensaios foram feitos em volume final de 250 µl 
contendo: 230 µl de tampão de ensaio (40 mM HEPES, 1 Mm EDTA 
com pH ajustado para 7,5), LbTR (41 ng) ou TcTR (37 ng), 1 µM de 
tripanotiona (Bachem, Torrance), 25 µM de DTNB (Sigma-Aldrich, 
Saint Louis), 150 µM de NADPH (Sigma-Aldrich, Saint Louis) e 
diferentes concentrações dos compostos. Como controles foram 
utilizados o inibidor clomipramina (Sigma-Aldrich, Saint Louis) em 
diferentes concentrações e o solubilizante DMSO 1%. Como branco, 
foram utilizados os compostos na maior concentração (100 µM) 
incubados com todos os reagentes, menos a enzima. A reação ocorreu 
com pré-incubação a 27°C durante 30 minutos e a leitura iniciada após a 
adição de 25 µM de DTNB em λ412 nm, medindo-se a inclinação da 
curva durante 30 minutos (δAbs/δt). Os ensaios foram realizados em 
triplicata com três réplicas e os resultados foram expressos 
comoinibição da atividade enzimática de 50% (CI50) comparando com o 
controle DMSO 1%. 
 
4.5 Determinação da lipofilicidade e avaliação estrutural dos 
compostos 
 
 A lipofilicidade das diaminas foi determinada através do cálculo 
do coeficiente de partição (logP) utilizando o programa MarvinSketch 
5.6®. A avaliação estrutural foi realizada a partir das estruturas 
químicas com determinação do número de carbonos metilênicos, da 
distribuição das cadeias alquílicas e do peso molecular. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 Triagem das atividades leishmanicida e tripanocida 
 
 A triagem inicial evidenciou que dos 17 compostos avaliados, 
14 foram ativos (CI50≤ 20 µM) contra promastigotas de L. braziliensis e 
10 foram ativos contra epimastigotas de T. cruzi (Tabela 2).  
 
Tabela 2. Atividade leishmanicida e tripanocida in vitro de derivados de 
diaminas frente a formas promastigotas de Leishmania braziliensis e 
epimastigotas de Trypanosoma cruzi 
 
 
CI50 (µM) 
Compostos L braziliensis T. cruzi 
 
DP22 
 
13,6 (± 1,4) 
 
14,5 (± 5,1) 
DP22 (cloridrato) 14,2 (± 0,2) 14,1 (± 4,7) 
D23 12,5 (± 0,6) 14,8 (± 0,9) 
DP23 (cloridrato) 9,4 (± 3,4) 14,1 (± 4,9) 
DP24 15,4 (± 2,4) 14,5 (± 1,3) 
DP24 (cloridrato) 12,3 (± 3,5) 14,3 (± 0,7) 
DP25 11,3 (± 2,8) 14,2 (± 2,6) 
DP25 (cloridrato) 9,0 (± 2,9) 15,1 (± 2,7) 
DP28 20,0 NA 
DP28 (cloridrato) NA NA 
CR40 18,3 (± 3,9) NA 
CR40 (cloridrato) 11,7 (± 4,1) NA 
GUT1c NA NA 
RAG05 15,1 (± 1,1) NA 
RAG08 NA NA 
RAG10 12,2 (± 0,2) 13,5 (± 0,7) 
RAG11 9,8 (± 0,4) 11,9 (± 2,4) 
ANF/BNZ 0,13 (± 0,05) 31,2 (± 1,2) 
NA=Não ativo na concentração de 100 µM. ANF=Anfotericina B e BNZ=benzonidazol. 
 
 
Dentre os 17 compostos avaliados, 76,5% foram ativos contra 
promastigotas de L. braziliensis e 58,8% foram ativos contra 
epimastigotas de T. cruzi, com valores de CI50 variando de 9,0 a 18,3 
µM e 11,9 a 15,1 µM, respectivamente. Quatro compostos (DP28, 
CR40, CR40Cl e RAG05, foram ativos apenas contra promastigotas de 
  
29 
L. braziliensis. Os demais compostos (DP28Cl, GUT1c e RAG08) não 
mostraram atividade antiparasitária numa concentração de até 100 µM. 
Os quatorze compostos com valores de CI50>20 µM foram selecionados 
para os ensaios de citotoxicidade e atividade contra amastigotas 
intracelulares em macrófagos murinos. 
 
5.2 Atividade leishmanicida, tripanocida e citotoxicidade das 
diaminas sobre as formas amastigotas intracelulares em macrófagos 
murinos 
 
A citotoxicidade de 50% (CC50) dos compostos para 
macrófagos murinos variou de 149,5 a >300 µM (Tabela 3). De maneira 
geral, a forma cloridrato dos compostos mostrou-se mais citotóxica para 
os macrófagos que a forma não cloridratada, a exceção do composto 
DP22Cl. A CI50 dos diferentes compostos contra amastigotas 
intracelulares variou de 2,6 a 28,2 µM para L. braziliensis, de 3,0 a 15,5 
µM para L. chagasi e de 1,6 a 23,6 µM para T. cruzi. O composto DP23 
foi o mais ativo para as duas espécies de Leishmania (CI50 2,6 a 3,0 µM) 
com IS variando de 100 a 115,4, enquanto que o composto DP24 foi o 
mais ativo para o T. cruzi (CI50 1,6 µM) e IS>187 (Tabela 3). O DP23Cl 
em concentrações >10 µM mostrou-se altamente citotóxico para 
macrófagos infectados independente da espécie de parasito. Efeito 
semelhante foi observado para os compostos DP25, RAG10 e RAG11 
em macrófagos infectados pelo T. cruzi (Tabela 3). 
As figuras 6 e 7 mostram a redução da taxa de infecção e da 
carga parasitária de macrófagos infectados por L. braziliensis e L. 
chagasi tratados por 48 horas com o composto DP23 em diferentes 
concentrações. Na concentração de 2 µM, a redução da taxa de infecção 
e da carga parasitária em macrófagos infectados por L. chagasi foi de 
13,7% e 52,6%, enquanto que para L. braziliensis a redução da taxa de 
infecção e da carga parasitária foi de 34,9% e 58,3%, respectivamente. 
Na concentração de 10 µM a redução da taxa de infecção e da carga 
parasitária foi de 17,3% e 57,7% para L. chagasi e de 63,4% e 88,2% 
para L. braziliensis, respectivamente. Considerando a CI50, o composto 
DP23 foi cerca de 40 vezes menos ativo que a anfotericina B. 
A redução da taxa de infecção e da carga parasitária de 
macrófagos infectados com T. cruzi e tratados por 48 horas com 
diferentes concentrações do composto DP24 estão mostrados na figura 
8. Na concentração de 2 µM a redução da taxa de infecção e da carga 
parasitária foi de 80,6% e 89,6%. Já na concentração de 10 µM a 
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redução da taxa de infecção foi de 90,5% e da carga parasitária foi de 
97,5%. Considerando a CI50, o composto DP24 foi cerca de sete vezes 
mais ativo que o benzonidazol. 
 
 
 
 
Figura 6. Redução da taxa de infecção e da carga parasitária em 
macrófagos murinos infectados com L. braziliensis e tratados com o 
composto DP23 em diferentes concentrações. (A) Controle; (B) DP23 (2 
µM); (C) DP23 (10 µM) e (D) Anfotericina B (0,1 µM). A seta indica as 
formas amastigotas intracelulares. Aumento: 400x. 
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Figura 7. Redução da taxa de infecção e da carga parasitária em 
macrófagos murinos infectados com L. chagasi e tratados com o 
composto DP23 em diferentes concentrações. (A) Controle; (B) DP23 (2 
µM); (C) DP23 (10 µM) e (D) Anfotericina B (0,1 µM). A seta indica as 
formas amastigotas intracelulares. Aumento: 400x. 
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Figura 8. Redução da taxa de infecção e da carga parasitária em 
macrófagos murinos infectados com Trypanosoma cruzi e tratados com 
o composto DP24 em diferentes concentrações. (A) Controle; (B) DP24 
(2 µM); (C) DP24 (10 µM) e (D) Benzonidazol (20 µM). A seta indica 
as formas amastigotas intracelulares. Aumento: 400x. 
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Tabela 3. Atividade e citotoxicidade dos compostos contra formas amastigotas intracelulares de L. braziliensis, L. 
chagasi e T. cruzi expressa em CI50 e índice de seletividade (IS) em relação ao macrófago murino (continua). 
 MØ  L. braziliensis  L. chagasi  T. cruzi 
Compostos CC50 (µM)  CI50 (µM) IS  CI50 (µM) IS  CI50 (µM) IS 
DP22 220,9  8,5 (± 0,9) 26,0  8,0 (± 1,0) 27,6  23,6 (± 1,2) 9,4 
DP22Cl 273,1  5,2 (± 0,8) 52,5  6,6 (± 0,7) 41,4  5,9 (± 0,1) 45,9 
DP23 >300  2,6 (± 0,1) >115,4  3,0 (± 0,8) >100  9,2 (± 0,1) >32,6 
DP23Cl 217,6  CT -  CT - 
 CT - 
DP24 >300  8,2 (± 1,1) >36,5  7,1 (± 0,3) >42,2  1,6 (± 0,5) >187,5 
DP24Cl 240,8  4,6 (± 0,2) 52,3  6,2 (± 0,4) 38,8  8,7 (± 0,1) 27,6 
DP25 220,3  5,3 (± 0,2) 41,6  7,1 (± 2,0) 31,0  CT - 
DP25Cl 174,3  4,4 (± 1,0) 39,6  4,3 (± 0,7) 40,5  5,2 (± 0,8) 33,3 
IS= CC50/CI50 CT=citotóxico 
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Tabela 3. Atividade e citotoxicidade dos compostos contra formas amastigotas intracelulares de L. braziliensis, L. 
chagasi e T. cruzi expressa em CI50 e índice de seletividade (IS) em relação ao macrófago murino (conclusão). 
 MØ  L. braziliensis  L. chagasi  T. cruzi 
Compostos CC50 (µM)  CI50 (µM) IS  CI50 (µM) IS  CI50 (µM) IS 
CR40 216,2  11,7 (± 0,8) 18,5  9,1 (± 1,5) 23,7  NA - 
CR40Cl 149,5  4,3 (± 0,7) 34,8  12,5 (± 2,0) 12,0  NA - 
RAG05 227,5  7,4 (± 0,9) 30,7  14,0 (± 3,1) 16,2  NA - 
RAG10 216,7  28,2 (± 3,3) 7,7  15,5 (± 2,6) 14,0  CT - 
RAG11 168,0  5,3 (± 1,1) 31,7  5,6 (± 0,4) 30,0  CT - 
Anfotericina B -  0,06(± 0,02) -  0,07(± 0,03) -  - - 
Benzonidazol -  - -  - -  10,8 (± 1,5) - 
IS= CC50/CI50 CT=citotóxico  NA=não ativo
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5.3 Correlação da atividade antiparasitária com a estrutura e 
lipofilicidade dos compostos 
 
O logP, a distribuição dos carbonos e o total de carbonos 
metilênicos das diaminas ativas está mostrada na tabela 4. Os valores de 
logP variaram de 3,58 a 7,14. As duas diaminas mais ativas, DP23 e 
DP24, apresentaram valores de logP de 5,36 e 4,47 respectivamente 
(Figura 9). A distribuição dos carbonos metilênicos é mostrada em dois 
grupos distintos: -NH-4 e -NH-6 apresentando 4 e 6 carbonos 
metilênicos, respectivamente, após o grupamento amina e variando de 9 
a 15 carbonos nas estruturas de ambos grupos. O número total de 
carbonos metilênicos nos compostos variou de 13 a 19. As diaminas 
mais ativas contra Leishmania e T. cruzi apresentam distribuições 13-
NH-4 e 9-NH-6; e 17 e 15 carbonos, respectivamente. 
 
Tabela 4. Relação da atividade contra formas amastigotas intracelulares 
de L. braziliensis e L. chagasi e T. cruzi com características químicas 
das diaminas: peso molecular (MM), lipofilicidade (logP) e distribuição 
dos carbonos metilênicos nas estruturas: [CH3(CH2)xNH(CH2)yNH2  
onde x =9, 11,13 e 15; y = 4 ou 6] 
 
Composto IC50 L. braziliensis 
IC50 
L. chagasi 
IC50 
T. cruzi 
MM 
g/Mol logP 
Distribuição 
C metilênicos 
Total de 
C metilênicos 
DP22 8,5 8,0 23,6 228 3,58 9-NH-4 13 
RAG11 5,3 5,6 CT 256 4,47 11-NH-4 15 
DP23 2,6 3,0 9,2 284 5,36 13-NH-4 17 
RAG10 28,2 15,5 CT 312 6,25 15-NH-4 19 
DP24 8,2 7,1 1,6 250 4,47 9-NH-6 15 
CR40 11,7 9,1 NA 284 5,36 11-NH-6 17 
DP25 5,3 7,1 5,2 312 6,25 13-NH-6 19 
 
 A relação atividade antiparasitária (CI50) com a lipofilicidade 
(logP) das diaminas foi estabelecida pela análise dos valores de 
atividade leishmanicida e tripanocida com os valores de logP das 
diaminas separadas em dois grupos de distribuição de carbonos 
metilênicos, -NH-4 e -NH-6. A Figura 8 mostra que no grupo com a 
distribuição -NH-4 o valor de logP que obteve melhor relação com 
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atividade foi 5,36. Dentre os compostos que possuem a distribuição -
NH-6 a melhor relação foi com o logP 6,25. 
 
 
 
Figura 9. Relação da atividade antiparasitária (CI50) com a 
lipofilicidade (logP) das diaminas com distribuição de carbonos 
metilênicos -NH-4 e -NH-6. 
 
 
5.4 Efeito dos compostos sob o potencial de membrana mitocondrial 
(ψm) em formas epimastigotas 
 
A alteração do potencial de membrana mitocondrial e da 
integridade celular foram avaliados utilizando os corantes rhodamina 
(R123) e iodeto de propídeo, respectivamente. através de citometria de 
fluxo. A Figura 10 mostra que epimastigotas de T. cruzi tratados com 
DP24 nas concentrações de 6 e 12 µM apresentaram progressiva 
despolarização da membrana mitocondrial (painel superior) 
concomitante a diminuição da viabilidade celular (painel inferior) a 
partir de 6 horas de incubação. Após 24 horas de incubação, a 
mortalidade celular atingiu taxas de cerca de 90% e 40% nas 
concentrações de 6 e 12 µM, respectivamente (Figura 9). 
Contrariamente, epimastigotas não expostos ao DP24 (área hachureada) 
não apresentaram alterações no (ψm) e se mantiveram viáveis ao longo 
de toda a avaliação.   
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2 horas 6 horas 12 horas 24 horas 
 
Figura 10. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (ψm) e viabilidade de formas epimastigotas de T. 
cruzi, marcadas com R123 (painel superior) e iodeto de propídio (painel inferior), respectivamente. Com leituras 
por citometria de fluxo após diferentes tempos de incubação com DP24 em diferentes concentrações. 
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A análise concomitante do ensaio de R123 e IP, durante as duas 
primeiras horas de tratamento com DP24 não resultou em alteração do 
potencial de membrana mitocondrial nem morte celular. No entanto, no 
tempo 6 horas de tratamento ocorreu a despolarização e morte celular 
somente na concentração de 12 µM do composto. Nos tempos de 12 e 
24 horas de tratamento observou-se um aumento na despolarização e 
morte celular nas concentrações de 12 e 6 µM (Figura 11). 
 
 
 
 
Figura 11. Dados de citometria de fluxo de formas epimastigotas de T. 
cruzi tratadas com DP24 em função da concentração do composto e do 
tempo de incubação. O eixo Y, à esquerda, indica a relação média da 
intensidade de fluorescência de R123 em epimastigotas DP24-
tratados/não tratados (linhas sólidas), enquanto que o eixo Y, à direita, 
indica o percentual de epimastigotas mortos (linhas pontilhadas), 
marcados pelo iodeto de propídio. 
 
 
 
 
5.5 Detecções de TNFα e NO em macrófagos tratados com diaminas 
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Macrófagos infectados e não infectados submetidos ao 
tratamento com os compostos ativos não apresentaram uma elevação 
nos níveis de TNFα, sugerindo que esta via não participa do mecanismo 
de destruição intracelular do parasito. Por outro lado, TNFα foi 
detectado no sobrenadante de macrófagos não infectados e estimulados 
com LPS (dados não mostrados).  
Em relação à ativação da via do óxido nítrico, os resultados do 
presente trabalho mostraram que macrófagos infectados por T. cruzi ou 
por L. braziliensis não foram estimulados a produzir NO quando 
tratados com o composto DP23, mas foram estimulados mediante o 
tratamento com DP24, onde foi possível detectar 2,4 µM de nitrito no 
sobrenadante da cultura. Entretanto, esta indução foi pelo menos cinco 
vezes menor do que o controle estimulado com LPS (Figura 12). 
 
 
 
 
Figura 12. Níveis indiretos de produção de NO por macrófagos murinos 
infectados com L. braziliensis e T. cruzi e tratados com 10µM das 
diaminas DP23 e DP24. Controle positivo: LPS 10µg/ml; controle 
negativo: DMSO 1%. * diferença significante (p<0,001) em relação ao 
controle negativo. 
5.6 Ensaios de inibição in vitro da tripanotiona redutase 
recombinante de T. cruzi (TcTR) e de L. braziliensis (LbTR) 
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Inicialmente foi padronizada a concentração necessária de cada 
uma das enzimas através do coeficiente de correlação linear (Figura 13 
A e B). Para a tripanotiona redutase recombinante de L. braziliensis 
(LbTR) a concentração foi de 41,3 ng (r = 0,9999) e para a tripanotiona 
redutase recombinante de T. cruzi (TcTR) a concentração foi de 36,71 
ng (r = 0,9885). 
Os compostos com maior atividade antiparasitária intracelular 
foram submetidos aos ensaios de inibição da tripanotiona redutase. Para 
a triagem, os compostos foram testados na concentração final de 100 
µM (Figura 14 A e B). 
 
 
Figura 13. Titulação das enzimas para a padronização da concentração 
enzimática para os ensaios de inibição. A- LbTR (41,3 ng) B- TcTR 
(36,7 ng). 
 
Quatro compostos (DP23Cl, DP25, DP25Cl e RAG10) inibiram 
em mais de 50% a atividade enzimática de LbTR, enquanto que somente 
o composto DP25Cl causou inibição superior a 50% da atividade 
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enzimática da TcTR. A CI50 destes compostos variou de 46,3 a 54 µM 
para LbTR e 73,3 µM para TcTR, cujos valores foram cerca de dez 
vezes maiores do que a do controle clomipramina. 
 
 
 
 
Figura 14. Taxa de inibição da enzima tripanotiona redutase 
recombinante (%) pelas diaminas na concentração de 100 µM. A- 
tripanotiona redutase de L. braziliensis (LbTR). B- tripanotiona redutase 
de T. cruzi (TcTR). Entre parênteses: CI50 (µM) das diaminas e do 
inibidor clomipramina. 
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6. DISCUSSÃO 
 
Embora as doenças tropicais negligenciadas afetem cerca de 
25% da população mundial, especialmente nos países em 
desenvolvimento, estes agravos de saúde parecem ser pouco atrativos 
para a indústria farmacêutica (TROUILLER et al., 2002; WHO, 2010). 
A precariedade das condições de vida aliado a desorganização social, a 
ausência de ações políticas efetivas e de programas educacionais 
contribuem para a manutenção destas doenças nas regiões mais pobres 
do mundo (CRUZ et al.,2009). A despeito do grande progresso 
científico das últimas décadas (sequenciamento dos genomas do 
homem, de vários patógenos de importância na saúde e de seus vetores), 
os avanços no conhecimento da biologia dos parasitos não se traduziram 
ainda efetivamente em programas mais abrangentes de interrupção da 
transmissão e no desenvolvimento de vacinas e/ou de novos agentes 
quimioterápicos mais efetivos e acessíveis.   
As leishmanioses assim como a malária são as doenças 
parasitárias para as quais o desenvolvimento de uma vacina parece ser 
factível. Apesar de resultados em modelos animais indicarem a 
possibilidade deimunização protetora contra a Leishmania e de uma 
vacina efetiva para leishmaniose visceral canina estar em fase avançada 
de testes, nenhuma das vacinas ou formulações vacinais desenvolvidas 
até o presente foi aprovada em estudos clínicos em humanos 
(KEDZIERSKI, 2010). Em decorrência disso, o controle da doença 
depende ainda primariamente do diagnóstico precoce e do tratamento 
medicamentoso (CRUZ et al., 2009).  
O tratamento das leishmanioses está limitado a um número 
reduzido de fármacos com eficácia limitada, custos elevados e 
toxicidade ao paciente (KEDZIERSKI et al., 2009, MURRAY et al., 
2005). Os antimoniais pentavalentes, fármacos de primeira escolha para 
o tratamento das leishmanioses requerem tratamento prolongado, 
administração parenteral e em muitos casos, ocasionam efeitos 
colaterais severos resultando no abandono do tratamento pelo paciente 
(MURRAY etal., 2005; CRUZ et al., 2009).  
A pesquisa de novos fármacos é um processo oneroso, de longa 
duração que requer a participação de equipes multidisciplinares e 
necessita de investimentos vultuosos. Em média, estima-se que para se 
ter um novo fármaco em fase de testes clínicos um investimento de 500 
milhões de dólares e 10 a 12 anos de pesquisa seja necessário 
(FREARSON et al.,2007). No período de 1975 a 2009 dos 52 novos 
medicamentos aprovados para doenças negligenciadas, 82% deles 
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constam da lista de medicamentos essenciais da Organização Mundial 
de Saúde (COHEN et al., 2009). No entanto, cerca de 70% destes 
medicamentos atendem apenas 3 doenças (malária, AIDS e tuberculose) 
e somente três foram introduzidas no tratamento de doenças causadas 
por tripanosomatídeos (COHEN et al., 2009). 
Inúmeros compostos de diferentes classes químicas obtidas a 
partir de produtos naturais ou por síntese tem sido estudados quanto às 
suas propriedades antiparasitárias. Poliaminas são moléculas de natureza 
policatiônica presentes em microrganismos, plantas e animais que estão 
envolvidas em processos essencias de diferenciação e crescimento 
celular (FAIRLAMB; Le QUESNE, 1997). A diamina (putrescina), a 
triamina (espermidina) e a tetramina (espermina) são as poliaminas mais 
conhecidas e estudadas. Devido a sua natureza policatiônica, essas 
moléculas podem ligar-se e estabilizar diferentes polímeros ricos em 
cargas negativas como DNA, fosfolipídeos e proteínas (FAIRLAMB; Le 
QUESNE, 1997). O metabolismo de poliaminas é de vital importância 
para o ciclo celular e desta forma se constitui em alvo farmacológico 
relevante para o desenvolvimento de novos compostos 
quimioterapêuticos (HUANG et al., 2005). Diferentes estudos 
demonstraram que vários análogos de poliaminas possuem propriedades 
antitumoral, antibacteriana, antiparasitária, entre outras (DEL OLMO et 
al 2002, 2012; GIORDANI et al., 2009; HUANG et al., 2005; 
LABADIE; CHOI; AVERY, 2004; SPIGELMANN, 2007; XIAO et al., 
2005). 
Estudos de outros autores demonstraram promissora atividade 
leishmanicida de diaminas lipofílicas e amino alcoóis contra formas 
promastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis e L. chagasi (DA 
COSTA et al., 2009; DEL OLMO et al., 2002), T. cruzi e T. brucei 
(DEL OLMO et al., 2012; REZENDE-JUNIOR et al., 2010; REBOLLO 
et al., 2008), Plasmodium falciparum (LABADIE; CHOI; AVERY, 
2004) e Trichomonas vaginalis (GIORDANI et al., 2009).  
No presente estudo, das 17 diaminas testadas, 14 foram ativas 
contra promastigotas de L. braziliensis e L. chagasi e 10 contra 
epimastigotas de T. cruzi com CI50 ≤ 20 µM. De maneira geral os 
compostos foram sempre mais ativos contra Leishmania spp. do que 
contra T. cruzi. Del Olmo et al. (2002) avaliando 33 derivados de 
poliaminas, verificaram que as diaminas lipofílicas apresentaram melhor 
atividade antiparasitária do que os amino alcoóis contra promastigotas 
de L. amazonensis, L. braziliensis e L. donovani, com inibição de até 
70% a 10 µg/mL em 3 compostos. Em outro estudo Del Olmo et al. 
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(2012), demonstrou que 14 diaminas lipofílicas ensaiadas contra 
promastigotas de L. braziliensis apenas 4 apresentaram atividade 
antiproliferativa do parasito com CI50 variando de 59 a 81 µM. Coimbra 
et al. (2009) avaliando a atividade leishmanicida de 23 amino alcoóis 
verificaram que 10 compostos foram ativos contra promastigotas de L. 
chagasi e sete contra L. amazonensis com CI50<10 µM. Da Costa et al. 
(2009) estudando uma série de 17 diaminas lipofílicas, verificaram que 
7 apresentaram atividade antiproliferativa contra formas promastigotas 
de L. amazonensis e L. chagasi com CI50 < 10 µM. Os autores 
verificaram que um derivado de etilenodiamino apresentou CI50 de 0,9 e 
0,26 µM contra L. brazilienisi e L. chagasi, respectivamente, mostrando 
atividade leishmanicida semelhante a anfotericina B. Em nosso estudo a 
CI50 das 14 diaminas com atividade leishmanicida variou de 9 a 20 µM, 
contra promastigotas de L. braziliensis. 
O composto 1,4 diamino-2-butanona (DAB), um análogo da 
poliamina putrescina e inibidor da enzima ODC em tripanosomatídeos 
mostrou atividade leishmanicida contra promastigotas de L. donovani e 
L. amazonensis (LABADIE; CHOI; AVERY, 2004; VANNIER-
SANTOS et al., 2008). Esses autores demonstraram que na 
concentração de 100 µM de DAB ocorreu completa inibição da ODC. 
Rezende-Junior et al. (2010), demonstraram que diaminas 
lipofílicas foram mais ativas do que os amino alcoóis contra 
tripomastigotas sanguíneos de T. cruzi. Neste estudo, a diamina N-
dodecil-1,3-propanodiamina e N-dodecil-1,2-etanodiamina 
apresentaram CI50 de 128,9 e 136,8 µM, respectivamente contra 
tripomastigotas sanguíneos da cepa Y de T. cruzi.  
Recentemente, Del Olmo et al. (2012) avaliando a atividade 
tripanocida de 20 compostos derivados de 1,2-diamina e 2-aminoalcano-
1-ol verificaram que 8 deles apresentaram elevada atividade contra 
formas tripomastigotas de T. brucei com CI50 variando de 436 a 961 
nM. Em nosso estudo, 10 diaminas apresentaram atividade tripanocida 
contra formas epimastigotas de T. cruzi (CI50 11,9 a 15,1 µM). 
Entretanto, nenhuns desses estudos avaliaram a atividade destes 
compostos contra formas intracelulares dos parasitos. 
No presente estudo, os compostos foram inicialmente avaliados 
quanto à sua atividade leishmanicida e tripanocida contra promastigotas 
de L. braziliensis e epimastigotas de T. cruzi como um critério de 
seleção de compostos ativos para ensaios de citotoxicidade e atividade 
antiparasitária contra amastigotas intracelulares de L. braziliensis, L. 
chagasi e T. cruzi em macrófagos murinos. As concentrações citotóxicas 
a 50% (CC50) dos 14 compostos variaram de 149,5 a >300 µM e as CI50 
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contra formas amastigotas variaram de 2,6 a 28,2 µM para L. 
braziliensis, de 3,0 a 15,5 µM para L. chagasi e de 1,6 a 23,6 µM para 
T. cruzi. Os compostos cloridratados foram mais citotóxicos que suas 
formas não cloridratadas a exceção do composto DP22. De maneira 
inesperada os compostos DP23Cl, DP25, RAG10 e RAG11 
apresentaram maior citotoxicidade em macrófagos infectados 
independente da espécie de parasito. Pinheiro et al. (2011) verificaram 
que compostos aminados com cadeia alquílica apresentaram menor 
toxicidade do que compostos aminados com o grupo protetor mono-t-
butiloxicarbonil como substituinte. Além da diferença nas substituições, 
essas moléculas apresentaram diferença no tamanho da cadeia alquílica. 
Moléculas com cadeias maiores se mostraram mais tóxicas, porém 
foram as mais ativas contra L. amazonensis. Isso mostra que a ação dos 
compostos e sua interação com os possíveis alvos é dependente da 
estrutura química, uma vez que as alterações têm como conseqüência as 
mudanças das propriedades físico-químicas, o que sugere a interferência 
no grau de citotoxicidade (SMITH, et al., 2011). 
O composto DP23 (N-tetradecil-1,4-butanodiamina) foi o mais 
ativo para Leishmania, com IS de >100 a >115,4 e o DP24 (N-decil-1,6-
hexanodiamina) foi o mais ativo contra T. cruzi com IS >187,5. Pinheiro 
et al. (2011), avaliando a atividade leishmanicida intracelular de 18 
derivados de poliaminas em macrófagos murinos mostraram que as 
diaminas mono-t-butiloxicarbonil as mais ativas contra L. amazonensis 
apresentaram CI50 de 38,2 e 12,6 µM e IS < 6,4. Em nosso estudo, os 
compostos DP23 e DP24 mostraram-se seletivos respectivamente, 
contra formas amastigotas de duas espécies de Leishmania e de T. cruzi. 
Apesar de vários estudos confirmarem a atividade de diaminas 
em diferentes espécies de tripanosomatídeos, poucas avaliações têm sido 
realizadas em formas clinicamente relevantes dos parasitos (TAVARES 
et al., 2005). Amastigotas axênicas de Leishmania podem ser facilmente 
obtidos e tem sido utilizados em ensaios de atividade antiparasitária (Da 
SILVA, 2008). Contudo, estudos de proteômica demonstraram 
diferenças significativas no perfil de proteínas expressas entre 
amastigotas axênicas e amastigotas obtidos de lesão de animais ou de 
cultivo celular (PAAPE, et al., 2008). Desta forma, a utilização de 
amastigotas axênicos pode não ser o melhor modelo para avaliação de 
atividade antiparasitária. Por outro lado, a realização de ensaios contra 
formas amastigotas intracelulares é ainda um processo muito laborioso, 
uma vez que a avaliação de atividade requer a contagem de parasitos em 
microscópio. Já para o T. cruzi já há um ensaio padronizado utilizando 
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parasitos transfectados com o gene da β-galactosidase, o que permite a 
leitura colorimétrica do ensaio (ROMANHA et al., 2010). No entanto, 
para Leishmania não há ainda disponível cepas de parasitos com 
transfecção estável de genes de interesse para ensaios de atividade 
antiparasitária. 
Com objetivo de verificar a possível relação química com a 
atividade biológica analisamos as alterações nas estruturas, como a 
distribuição de carbonos e dimensão por alteração no número de 
grupamentos metileno (-CH2-) nas cadeias. Os compostos foram 
agrupados segundo a disposição dos carbonos metilênicos em relação 
aos grupamentos amina para a análise das estruturas (Tabela 4).  
O número de carbonos metilênicos variou de 13 a 21 em 
compostos testados contra Leishmania. A variação no tamanho da 
cadeia alquílica acarreta em aumento ou redução do logP, coeficiente de 
partição de uma substância entre a fase orgânica e a aquosa. Estudo com 
derivados de poliaminas semelhantes às diaminas avaliadas no presente 
trabalho mostrou que a atividade intracelular contra L. amazonensis está 
relacionada com a lipofilicidade das moléculas possibilitando que o 
composto alcance os amastigotas no vacúolo parasitóforo (PINHEIRO 
et al., 2011). 
O composto DP23, foi a molécula mais promissora contra 
Leishmania, entre todas as testadas. Essa molécula apresenta logP de 
5,36  e 17 carbonos metilênicos em sua estrutura. Pinheiro et al. (2011) 
observaram que nas moléculas mais ativas contra L. amazonensis o logP 
variou de 3,51 a 4,52. Contudo, a redução no número de carbonos entre 
os grupamentos amina e consequente redução do logP para -1,81 
ocasionou uma diminuição de dez vezes na atividade antiparasitária. Em 
nosso estudo verificou-se que o aumento da cadeia acima de 19 
carbonos metilênicos também reduziu a atividade. Compostos com 21 a 
34 carbonos (DP28, GUT1c, RAG05 e RAG08) não apresentaram 
atividade biológica contra formas promastigotas de Leishmaniae 
epimastigotas de T. cruzi (Tabela 1). Isto provavelmente é determinado 
pela elevada massa molecular de compostos com cadeias carbônicas 
longas que embora mais  lipofilicas apresentam logP elevados (7,14 a 
13,34), mostrando que a atividade antiparasitária depende de uma 
característica lipofílica ideal. 
Embora os compostos DP23 e CR40 apresentem o mesmo logP 
(5,36) e o mesmo número de carbonos metilênicos (17), a distribuição 
dos carbonos nestas diaminas é diferente. O composto DP23 apresenta 
distribuição 13-NH-4 e o CR40 11-NH-6, ou seja, somente o número de 
carbonos metilênicos e o logP parecem não ser os fatores determinantes 
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para a atividade biológica da molécula. O composto DP24 com 
distribuição 9-NH-6, 15 carbonos metilênicos e logP de 4,47 foi o mais 
promissor contra amastigotas de T. cruzi. Rezende-Júnior et al. (2010) 
mostraram que as poliaminas com distribuições 11-NH-3 e 11-NH-2, 
tiveram maior atividade antiparasitária contra tripomastigotas de T. 
cruzi. Estruturas que possuíam cadeias carbônicas menores 
apresentaram em menor atividade biológica, mostrando a importância da 
lipofilicidade. Apesar da atividade promissora da diamina DP24 a 
avaliação da estrutura em relação à atividade tripanocida ficou 
comprometida, uma vez que somente 6 diaminas foram ativas contra 
formas intracelulares de T. cruzi e essas moléculas apresentaram 
reduzida variabilidade na distribuição das estruturas químicas (Tabela 
4). 
Com objetivo de verificar possíveis mecanismos de ação das 
diaminas mais ativas foram realizados ensaios de citometria de fluxo 
utilizando a rhodamina 123 (R123) como marcador de integridade do 
potencial de membrana mitocondrial e iodeto de propídeo como 
marcador de viabilidade de parasitos, após a incubação com os 
compostos ativos. As mitocôndrias são organelas essenciais para 
produção energética celular, e o equilíbrio do metabolismo energético é 
estabelecido através de um gradiente de íons através da membrana 
mitocondrial. Variações no potencial de membrana induzida por 
diversos compostos estão associados com a morte de parasitos 
intracelulares como L. amazonensis e T. cruzi (FONSECA-SILVA et al., 
2011; MACEDO-SILVA et al., 2011; MENNA-BARRETO et al, 2005). 
O potencial de membrana é gerado pela diferença na 
concentração de íons no interior e exterior da membrana e pode ser 
avaliado com R123, um corante catiônico lipofílico que atravessa 
facilmente a membrana mitocondrial e se acumula no interior da 
organela (JOHNSON; WALSH; CHEN, 1980). Quando a membrana 
está intacta o gradiente de concentração de R123 é determinado pelo 
potencial diferencial transmembranar, resultando em um acúmulo do 
corante no interior da membrana. Quando a célula se despolariza, ocorre 
o mecanismo inverso, há menor distribuição de cargas negativas no 
interior da membrana e o corante se acumula no exterior da membrana, 
reduzindo a intensidade da fluorescência (KOOPMANN et al., 2005; 
JOHNSON; WALSH; CHEN, 1980). Contrariamente, por ser 
impermeável à membrana íntegra, o iodeto de propídeo (IP) é utilizado 
como corante vital, sendo que nas células inviáveis há uma forte 
marcação do corante ao DNA, de maneira que a intensidade da 
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fluorescência é inversamente proporcional à viabilidade celular. A perda 
da integridade da membrana plasmática é um indicativo de necrose ou 
de apoptose tardia (KROEMER et al, 2009).  
Esta abordagem é utilizada em diversos estudos de atividade 
antiparasitária e mostrou que alguns análogos de lisofosfolipídeos como 
a adelfosina, a ilmofosina e a miltefosina podem atuar sobre a 
mitocôndria de formas promastigotas de L. amazonensis (SANTA-
RITA, et al., 2004). Menna-Barreto et al. (2007) ao analisar a ação de 
naftoimidazóis sobre mitocôndria e DNA em T. cruzi verificaram que 
ocorre uma diminuição dose-dependente da fluorescência com R123 em 
formas epimastigotas e tripomastigotas. 
No presente estudo, foi observado que a diamina DP24 a 3 µM 
não teve efeito sobre formas epimastigotas de T. cruzi ao longo de 24 
horas de incubação. Entretanto, a partir das 6 horas de incubação, houve 
uma diminuição do potencial de membrana mitocondrial, de forma 
concentração dependente. Entretanto, o dano à mitocôndria sempre foi 
concomitante à perda da viabilidade celular. Desta forma, não é possível 
afirmar que a interrupção da cadeia respiratória, demonstrada pela R123, 
seja decorrente de um efeito primário, sugerindo ser muito mais um 
efeito secundário observado em células em avançado estágio de morte 
celular. 
A atividade dos antimoniais utilizados na terapia anti-
leishmania são dependentes da ativação celular e da liberação de 
citocinas (IFNγ e IL-10). Da mesma forma a atividade tripanocida do 
benzonidazol envolve a participação de citocinas (IFNγ e IL-12), 
fazendo da resposta imunológica do hospedeiro um dos principais 
fatores que podem interferir na eficácia do tratamento da doença de 
Chagas (FERRAZ et al, 2007). A indução de óxido nítrico NO e de 
citocinas tem sido descrita como via alternativa de atuação 
antiparasitária de compostos. O NO é o mediador de processo oxidativo 
intracelular de maior importância produzido por macrófagos ativados, e 
é responsável pela redução dos amastigotas intracelulares 
(BHATTACHARJEE et al. 2008; ZHANG et al., 2010). Em contraste 
com os antimoniais pentavalentes, compostos como a Anfotericina B e o 
Miltefosine funcionam independentemente do sistema imune, mostrando 
toxicidade direta contra os parasitos intracelulares (SAHA et al., 2007; 
GRIEWANK et al., 2010). 
No presente estudo, analisamos a indução de NO e TNFα em 
macrófagos murinos infectados e não infectados após o tratamento com 
as diaminas ativas contra Leishmania e T.cruzi, como um possível 
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mediador responsável pela inibição da proliferação intracelular desses 
parasitos. No entanto, nenhum dos compostos induziu a produção de 
NO ou TNFα, sugerindo que as diaminas não induzem essa resposta 
celular neste modelo in vitro. No entanto, compostos diaminados tem 
mostrado efetividade contra tripanosomatídeos em outros alvos como as 
enzimas ODC e AdoMetDC, o mecanismo de transporte transmembrana 
e o mecanismo de tióis da via de biossíntese de poliaminas (HASNE et 
al., 2010; NISHIMURA et al., 2006; TORRIE et al., 2009). 
O mecanismo de tióis confere defesa contra o estresse oxidativo 
que é dependente de poliaminas biossintetizadas, possuindo como 
enzimas chaves a tripanotiona sintase e a tripanotiona redutase que são 
alvos validados para desenvolvimento de novos compostos 
antiparasitários (KAPOOR; SACHDEV; MADHUBALA et al., 2000; 
TORRIE et al., 2009). Tripanotiona é um tiol de baixo peso molecular 
sintetizado pela conjugação de glutationa reduzida e da poliamina 
espermidina. A homeostase da tripanotiona é estabelecida pela constante 
redução da sua forma oxidada [T(SH)2] em dissulfeto [T(S)2] pela 
tripanotiona redutase, enzima característica de tripanosomatídeos que 
atua como um protetor celular contra o estresse oxidativo gerado pelo 
mecanismo de defesa do hospedeiro (KHAN, 2007).  
Em mamíferos o mecanismo de defesa enzimático contra 
radicais livres inclui a superóxido desmutase, catalase, glutationa 
peroxidase e glutationa-S-transferase e os mecanismos não enzimáticos 
são os compostos redutores o α-tocoferol, ascorbato, β-caroteno e a 
glutationa reduzida. Análogos de poliaminas e derivados de diaminas 
tem sido descritos como inibidores da biossíntese de poliaminas em 
Leishmania e Trypanosoma (ARIYANAYAGAM et al., 2003; 
BARKER et al., 2009; BOITZ et al., 2009; SOARES; ALVES; 
BECHARA, 2011; VANNIER-SANTOS et al., 2008).  
O análogo de poliamina 1,4-diamino-2-butanona (DAB) que 
atua como inibidor da ODC promove uma significativa diminuição na 
concentração de poliaminas e redução na proliferação intracelular de 
Leishmaniain in vitro (VANNIER-SANTOS et al., 2008). Além disso, 
os autores observaram alteração na arquitetura celular, disfunção 
mitocondrial e aumento de peroxidação de lipídeos. Soares e 
colaboradores (2011) demonstraram que a ação de oxidação de DAB 
catalisada por metais provoca o aumento de radicais livresmostrando 
que além de reduzir a concentração de tripanotiona por inibição da 
ODC, comprometeu mecanismo de tióis com a alteraçãono balanço 
redox. 
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Recentemente, o grupo de pesquisa do Laboratório de 
Protozoologia – UFSC, validou o ensaio de inibição da enzima 
tripanotiona redutase utilizando a enzima recombinante de T. cruzi 
(TcTR) e de L. braziliensis (LbTR ) obtida por expressão heteróloga 
(EGER, 2010; NUNES, 2011). O estabelecimento desta metodologia 
permite um novo modelo de investigação do mecanismo de ação de 
compostos naturais ou sintéticos. No presente estudo, 14 diaminas foram 
testadas quanto a sua atividade inibitória da tripanotiona redutase de L. 
braziliensis e T. cruzi. Quatro compostos (DP23Cl, DP25, DP25Cl e 
RAG10) na concentração de 100 µM inibiram entre 74,2% e 89,4% a 
atividade enzimática de LbTR e somente o composto DP25Cl inibiu 
TcTR na mesma proporção. Estes resultados sugerem diferenças 
significativas entre essas duas enzimas e mostram a necessidade de 
utilização destes dois sistemas nos ensaios de inibição da atividade. 
Nunes (2011), analisando a atividade inibitória de oito chalconas com 
atividade leishmanicida observou que os compostos 1- (3’-hidroxifenil) 
-3- (2,4,5-trimetoxifenil)-2-propen-1-ona e 1- (3’,4’,5’- trimetoxifenil)-
3-fenil-2-propen-1-ona, na concentração de 100 µM, inibiram a 
atividade enzimática de LbTR em 42% e 27%, respectivamente. As 
diaminas DP25Cl, DP25, DP23Cl e RAG10 que na concentração de 100 
µM inibiram a atividade da LbTR em 89%, 82,9%, 82,1% e 74,2%, 
respectivamente não mostraram expressiva atividade antiparasitária 
contra formas amastigotas. Embora validada como um importante alvo 
terapêutico, vários artigos científicos vem discutindo a correlação entre 
os inibidores in vitro da TR com a atividade antiparasitária destes 
compostos. Girault et al (2001) mostraram ausência de correlação entre 
potentes inibidores da TR como os  aminodifenilsulfetos (CI50 = 200 a 
750 nM) e sua atividade antiparasitária in vitro contra formas 
amastigotas intracelulares de T. cruzi e L. infantum e tripomastigotas 
sanguineos de T. brucei. Eger (2010) avaliando o ácido gálico e vários 
de seus ésteres observou que o ácido gálico que teve uma atividade 
inibitória sobre a TcTR superior a clomipramina, não mostrou nenhum 
efeito contra formas amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. Por outro 
lado, vários ésteres de galato que mostraram um potente efeito 
tripanocida contra formas amastigotas in vitro promoveram apenas uma 
fraca inibição da TR.  
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7. CONCLUSÕES 
 
Doze entre 17 diaminas avaliadas apresentaram efeito inibitório in vitro 
em formas amastigotas intracelulares de L. braziliensis e L. chagasi. No 
entanto, nenhum dos compostos foi mais ativo que a anfotericina B; 
 
Seis diaminas foram ativas contra formas intracelulares de T. cruzi. O 
composto DP24 foi seis vezes mais ativo que o benzonidazol; 
 
A citotoxicidade 50% das diaminas para macrófagos murinos variou de 
149,5 a > 300 µM sendo os compostos cloridratados mais citotóxicos 
que seus análogos não cloridratados;   
 
O IS dos compostos mais ativos contra Leishmania (DP23) e T. cruzi 
(DP24) foram de >100 e >187,4, respectivamente; 
 
Diaminas alquílicas com mais de 19 carbonos metilênicos em sua 
estrutura não apresentaram atividade antiparasitária para Leishmania e 
T. cruzi; 
 
A despolarização da membrana mitocondrial em formas epimastigotas 
de T. cruzi parece não ser causada por efeito primário nas mitocôndrias 
uma vez que a perda da polaridade foi verificada concomitante à morte 
celular; 
 
Não houve indução de NO e/ou TNFα em macrófagos infectados e 
tratados com as diaminas N-tetradecil-1,4- butanodiamina (DP23) e N-
decil-1,6-hexanodiamina (DP24); 
 
Os compostos DP23Cl, DP25, DP25Cl, RAG10 apresentaram efeito 
inibitório sobre a LbTR e o composto DP25Cl sobre a TcTR na 
concentração de 100 µM. 
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APÊNDICE 1 
 
Diaminas: Nomenclaturas e estruturas químicas 
 
 
Código 
Nomenclatura 
(IUPAC) 
Estruturas químicas 
DP22 
N-decil-1,4-
butanodiamina 
 
DP22Cl 
N-decil-1,4- 
butanodiamina cloridrato  
DP23 
N-tetradecil-1,4- 
butanodiamina  
DP23Cl 
N-tetradecil-1,4- 
butanodiamina cloridrato  
DP24 
N-decil-1,6-
hexanodiamina  
DP24Cl 
N-decil-1,6- 
hexanodiamina 
cloridrato 
 
DP25 
N-tetradecil-1,6- 
hexanodiamina  
DP25Cl 
N-tetradecil-1,6- 
hexanodiamina 
cloridrato 
 
. 2HCl 
. 2HCl 
. 2HCl 
. 2HCl 
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Código 
Nomenclatura 
(IUPAC) Estruturas químicas 
DP28 
N-hexadecil-1,6- 
hexanodiamina  
DP28Cl 
N-hexadecil-1,6- 
hexanodiamina 
cloridrato 
 
CR40 
N-dodecil-1,6- 
hexanodiamina  
CR40Cl 
N-dodecil-1,6- 
hexanodiamina 
cloridrato 
 
GUT1c 
N,N’-di-dodecil-
etanodiamina 
 
RAG05 
N,N’-di-dodecil-1,4-
butanodiamina 
 
RAG08 
N,N’-di-hexadecil-1,4- 
butanodiamina 
 
RAG10 
N-hexadecil-1,4- 
butanodiamina  
RAG11 
N-dodecil-1,4- 
butanodiamina 
 
 
. 2HCl 
. 2HCl 
